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                                                                                                 CHAPITRE I: INTRODUCTION 
I/ Hème 
1-Fonctions de l’hème 
L’hème est le groupement prosthétique d’un ensemble de protéines appelées hémoprotéines. Elles 
sont impliquées dans de nombreux processus cellulaires tels que le transfert d'électrons, le 
transport et le stockage musculaire de l’oxygène, la détoxification cellulaire et l'apoptose 
(Tab.1)1. De plus, l’hème exerce un rôle régulateur essentiel. Des études récentes révèlent le rôle 
de l’hème dans la maturation des microARN et le contrôle du cycle circadien 2,3. L’hème inhibe 
les canaux dépendants du calcium (par exemple les canaux BK SLO-1) 4 et exerce tout un 
ensemble de régulation par sa capacité à se fixer sur des protéines ayant des motifs HRM (Heme 
Regulatory Motif). Ces régulations concernent aussi bien la régulation de la transcription (par 
exemple : les gènes CYC1, CYC2, CTT1) que la régulation de la traduction par HRI (Heme-
Regulated Inhibitor) et des régulations post-traductionnelles (ALAS1, IRP1, BACH1). Cette 
molécule est également un effecteur dans plusieurs voies cellulaires telles que la différenciation 
des tissus neuronaux, adipeux et érythroïde. Bien que l'hème soit synthétisé dans chaque cellule 
humaine pour les respirations cellulaires et des réactions d’oxydoréduction, il est très 
majoritairement produit dans les cellules érythropoïétiques pour la synthèse de l’hémoglobine et 
dans les cellules parenchymateuses hépatiques pour la synthèse des cytochromes P450. 
L’ensemble de ces fonctions rend la molécule d’hème indispensable à la vie. Le contrôle de la 
production de l'hème diffère entre ces deux tissus, principalement en raison de la différence dans 
les taux de synthèse de l'acide 5-aminolévulinique. Les macrophages de la rate et du foie 
dégradent l’hème et recyclent le fer après l’erythrop agocytose de l’hème par l’hème oxygénase-
1 5. 
Hémoprotéines Rôle principal 
Hémoglobine Transport O2 
Myoglobine Stockage O2 
HRI (Heme Regulator Inhibitor) Régulation traductionnelle 
Cytochromes mitochondriaux Transfert d’électrons 
Péroxydase Oxydation 
Catalase Dismutation H2O2 
Tryptophane dioxygénase Dégradation du tryptophane 
Cytochromes Transfert d’électrons, oxydation 
Cyclooxygénase Synthèse de prostaglandines 
Guanylate synthase Transport du NO 
Oxyde nitrique synthase Synthèse du NO 
 
Tableau 1) Principales hémoprotéines humaines et leurs fonctions. 
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2-Structure et des propriétés physico-chimiques des porphyrines et de l’hème 
Les porphyrines, molécules précurseurs de l’hème, sont des pigments rouges, fluorescents, de 
structure cyclique, aromatique et tétrapyrrolique. L s noyaux pyrroles A, B, C, D sont liés entre 
eux par des ponts méthènes (-CH=) entre deux carbones α (Fig.1). Le suffixe «inogène» indique 
un état réduit des ponts méthènes tandis que le suffixe «ine» représente l’état oxydé. Seuls les 
dérivés oxydés sont colorés et fluorescents. La détection et la quantification des porphyrines par 
spectrofluoromètrie dans les milieux biologiques est possible car les porphyrines libres ou 
complexées à certains métaux (ex : Zinc) émettent une fluorescence rouge intense quand elles 
sont exposées à la lumière violette (longueur d’onde d’excitation : 405nm, dite bande de Soret).  
A                                                                            B 
                      
Figure 1) Structure des porphyrines et l’hème. A) Les porphyrines sont des pigments 
aromatiques (Rouge) et tétrapyrroliques (Bleu). Les noyaux pyrroles A, B, C, D sont liés 
entre eux par des ponts méthènes (-CH=) entre deux carbones α. B) L’atome de fer 
(Violet) se fixe au centre de la porohyrine par les atomes d’azote (Vert) pour former 
l’hème. 
 
Les complexes métalliques de porphyrine jouent un rôle important dans les activités biologiques 
comme par exemple des complexes de fer dans les hémoprotéines, les complexes de magnésium 
dans les chlorophylles, et un complexe de cobalt dans l  vitamine B12. L’hème est un cofacteur 
constitué d'un anneau organique hétérocyclique de porphyrine, qui contient un ion central de fer à 
l’état ferreux (Fe2+). 
 
 
12 
 
3-Métabolisme de l’hème 
La biosynthèse de l’hème est un processus complexe qui se produit dans toutes les cellules grâce 
à huit réactions enzymatiques réparties entre les mitochondries et le cytosol. La première ainsi 
que les trois dernières prennent place dans la mitochondrie tandis que les étapes intermédiaires 
sont cytoplasmiques (Fig.3). 
A-Différentes étapes de biosynthèse de l’hème chez l s mammifères 
• Etape I 
La première étape de la voie de biosynthèse de l'hème est la condensation du succinyl-CoA et de 
la glycine pour former l'acide δ-aminolévulinique (ALA) dans la matrice mitochondriale (Fig.2). 
Cette réaction est catalysée par l’enzyme ALA synthase (ALAS; EC 2.3.1.37).  L’ALA est le 
précurseur général pour tous les tétrapyrroles naturels et représente la seule source de carbone et 
les atomes d'azote nécessaires pour la formation de l'hème. Le premier rapport sur l'incorporation 
des atomes d'azote provenant de la glycine en hème a été publié en 1945, par Shemin et 
Rittenberg  6. Après l'identification de l'ALA comme un précurseur potentiel de la biosynthèse de 
l'hème, l’activité de l’ALA synthase a été simultanément décrite en 1958  par les groupes de 
Shemin et Neubergeren 7 et Laver WG et Neuberger A 8. Il existe deux isoformes d’ALAS : 
ALAS1 et ALAS2,  codées par deux gènes. Leur homologie de séquence est de 75 % au niveau 
du domaine catalytique. Les isoformes d’ALAS sont les seuls  dans cette voie qui sont codées par 
deux gènes différents. Le gène AlAS1 est situé sur le chromosome 3 et est exprimé de façon 
ubiquitaire. Ce gène contient 12 exons et code pour une protéine fonctionnelle de 640 acides 
aminés. Le gène ALAS2 est situé sur le chromosome X et contient 11 exons. Ce gène code pour 
une protéine fonctionnelle de 587 acides aminés et est exprimé uniquement dans les cellules 
érythroïdes 9. 
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Figure 2) La première étape de la voie de biosynthèse de l'hème. La première étape de la voie 
de biosynthèse de l’hème se déroule dans la matrice mitochondriale. Elle consiste à la 
condensation du succinyl-CoA et de la glycine pour f rmer l'acide δ-aminolévulinique (ALA). 
Cette réaction requiert le PLP (Pyridoxal 5'-Phosphate) qui est une coenzyme dérivée d’une 
vitamine, la Pyridoxine.  
 
• Etape II 
La deuxième étape de la biosynthèse de l’hème se déroule dans le cytosol. Elle consiste en la 
condensation de deux molécules d’ALA par l’acide delta aminolévulinique déhydratase (ALA-D,  
E.C.4.3.1.8) pour former la molécule monopyrrolique de porphobilinogène (PBG). La protéine 
delta aminolévulinate déhydratase nommée aussi sousle nom de porphobilinogène synthase 
(PBGS) est composée de 8 sous unités identiques et présente 4 sites catalytiques. Le gène ALA-D 
est localisé sur le chromosome 9 et contient 2 exons alternatifs non codants, 1A et 1B, et 11 
exons codant, 2 à 12. Les exons 1A et 1B sont épissés à l’exon 2 de façon alternative. Les exons 
ont 2 promoteurs distincts qui sont activés suivant les tissus: ubiquitaire pour 1A et érythroïde 
pour 1B 10. L'activité de l’ALA-D est activée par des groupements thiols et du zinc. 
L’intoxication par le plomb entraîne une inhibition de l’ALA-D en raison du remplacement des 
ions de zinc par un autre cation divalent le Pb2+ 11.  
• Etape III  
Dans la troisième étape de cette voie, l’hydroxyméthylbilane est généré par des liaisons «tête à 
queue» de quatre molécules PBG par l'hydroxyméthylbilane synthase (HMBS) ou la 
porphobilinogène désaminase (PBGD, E.C.4.3.1) 12. Le gène PBGD, situé dans le chromosome 
11, est composé de 15 exons qui génèrent deux ARNm épissés de façon alternative codant pour 
deux isoformes de l'enzyme 13. La forme érythroïde de PBGD possède un promoteur 
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spécifiquement érythroïde situé dans l’intron 1, qui aboutit après transcription à un enchainement 
exon2-exon3 alors que dans la forme ubiquitaire, la maturation de l’ARN pré-messager aboutit à 
un enchainement exon1-exon3. Le site d’initiation de la traduction spécifiquement érythroïde est 
situé dans l'exon 3 14. La protéine fonctionnelle de PBGD possède 361 acides aminés. 
• Etape IV 
La conversion d’hydroxyméthylbilane en uroporphyrinogène III (UROgène III) nécessite l'action 
de l’enzyme uroporphyrinogène synthase III (UROS, E.C.4.2.1.75). Cette réaction, catalysée sans 
cofacteur, est une inversion du noyau pyrrole D d’hy roxyméthylbilane, suivi d’une cyclisation 
pour donner UROgène III. Le gène uroporphyrinogène synthase III  est situé sur le chromosome 
10 et est composé de 16 exons codant pour une protéine de 265 acides aminés. En absence de 
l’enzyme HMBS, l'hydroxyméthylbilane se cyclise spontanément en uroporphyrinogène I 
(UROgène I) qui se transforme en coproporphyrinogène I (COPROgène I) par une 
décarboxylation. Le COPROgène I est une impasse métabolique de la synthèse de l'hème du fait 
de son incapacité à être transporté. 
• Etape V 
Dans le cytosol, les chaînes latérales du macrocycle UROgène III sont décarboxylées 
séquentiellement par l’uropophyrinogène décarboxylase (URO-D, E.C.4.1.1.37) pour former le 
coproporphyrinogène III (COPROgène III). Le gène UROD est situé sur le chromosome 1 et 
contient 10 exons qui génèrent deux ARNm épissés de façon alternative. Un seul ARNm code 
pour l'enzyme fonctionnelle de 367 acides aminés.  
• Etape VI 
Toutes les étapes restantes de la biosynthèse de l'hème prennent place à l'intérieur des 
mitochondries. Le COPROgène III est importée dans l'espace inter-membranaire mitochondrial, 
où il est transformé en protoporphyrinogène IX (PROTOgène IX) par la coproporphyrinogène 
oxydase (CPOX, E.C.1.3.3.3). Le gène CPOX est localisé sur le chromosome 3 et est constitué de 
8 exons codant pour une protéine de 454 acides aminés. Ce gène possède un promoteur unique 
qui est régulé différemment dans les tissus érythroïdes et non érythroïdes. Il exprime deux ARNm 
distincts grâce à l’utilisation de deux signaux de polyadénylation alternatifs.  
• Etape VII 
L’avant dernière étape de la biosynthèse de l’hème est l'oxydation du PROTOgène IX en 
protoporphyrine IX (PPIX) par la protopophyrinogène oxidase (PPOX E.C.1.3.3.4). Cette 
réaction nécessite trois molécules d’oxygène et entraîne la perte de six protons et six électrons, ce 
qui génère trois molécules de peroxyde d’hydrogène. La PPOX est une flavoprotéine synthétisée 
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dans le cytoplasme et est transloquée vers la mitochondrie où sa localisation exacte reste soumise 
à débat. Le gène PPOX est situé sur le chromosome 1, et est composé de 14 exons codant pour 
une protéine de 477 acides aminés. 
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Figure 3) Les différentes étapes enzymatiques de la voie de biosynthèse de l'hème. 
 
• Etape VIII 
Enfin, le fer ferreux est incorporé dans la PPIX par la dernière enzyme de la voie de biosynthèse 
de l’hème, la ferrochélatase (FECH), pour former l’hème dans la matrice mitochondriale. Le 
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premier rapport décrivant l’activité de ferrochélatase dans les érythrocytes aviaires a été publiée 
en 1956 par Ashenbrucker et al 15. Cependant, il a fallu attendre 25 ans de plus jusqu'à la 
première purification de la ferrochélatase à partir de mitochondries de foie de rat pour caractériser 
l’activité FECH. Au début des années 1990, les gènes codant pour la ferrochélatase venant de 
plusieurs organismes eucaryotes ont été clonés et séquencés. De nos jours, la ferrochélatase est 
l’une des enzymes de la voie de biosynthèse de l'hème la mieux caractérisée (voir à la fin du 
chapitre 1). 
B) Régulation de biosynthèse de l’hème 
1-La régulation hépatique de la biosynthèse de l’hème 
La première étape de la biosynthèse de l'hème catalysée par ALAS est l’étape régulée. Dans les 
cellules non-érythrocytaires, en particulier dans le  hépatocytes, l’hème ou son produit oxydé, 
l’hémine, contrôlent l’activité enzymatique d’ALAS1 par un rétrocontrôle négatif à de multiples 
niveaux : transcriptionnel, post-transcriptionnel, post-traductionnel en régulant la translocation de 
l’ALA synthase du cytosol vers la mitochondrie et finalement par une inhibition protéolytique de 
l’enzyme (Fig.4). 
 
 
 
Figure 4) Régulation hépatique de biosynthèse de l’hème. 
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a- Régulation transcriptionnelle  
Le premier mécanisme implique PGC-1α (Peroxisome proliferator-activated receptor Gamma 
Coactivator 1-alpha) qui est un coactivateur transcriptionnel du gène ALAS1 16. PGC-1α  est 
régulé soit par le statut nutritionnel via la voie AKT (phosphorylation de FOX-1) et la voie cAMP 
(phosphorylation de CREB), et par la quantité d’hème libre. Il a été montré que Reα (orphan 
nuclear receptor Rev-erbα) agit comme un senseur de l’hème dans l’organisme 17. La fixation de 
l’hème sur Reα entraine le recrutement du complexe corépresseur HDAC3 (NCoR/histone 
deacetylase 3), ce qui réprime la transcription de PGC-1α 18 et par conséquent la transcription du 
gène ALAS1 19. Le deuxième mécanisme alternatif de régulation tra scriptionnel d’ALAS1 médié 
par l’hème est basé sur l’identification d’un HRE (Heme Responsive Element) dans la région 
proximale du promoteur d’ALAS1 chez la souris,  ainsi que sur la liaison combinatoire d’Egr-1 
(Early growth response protein 1) et ses corépresseur  NBA1 et NBA 2 à HRE 20. L’interaction 
entre Egr-1 et le corépresseur est renforcée par l’augmentation de la concentration de l’hème 
intracellulaire, ce qui conduit à la répression de la transcription d’ALAS1. Ces deux mécanismes 
peuvent réguler de manière synergique la transcription du gène ALAS1, médié par l’hème.  
 
Figure 5) Mécanismes de régulation transcriptionnelle d’ALAS1 par l’hème, modifié 
d’après Gloria C Ferreira, 2013 21. L’hème libre se lie à Reα et entraine le recrutement du 
complexe corépresseur NCoR/HDAC3 sur la région «enhancer» du gène PGC-1α. L’hème libre 
se lie également à Egr-1 et provoque l’interaction entre Egr-1 et ses corépresseurs NBA1 et 
NBA2 sur l’HRE dans la région proximale du gène ALAS1. La cascade de signalisation de 
l’insuline diminue la transcription d’ALAS1 par l’inactivation de FOXO1 et CREB, qui sont des 
régulateurs positifs de la transcription d’ALAS1. 
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b- Régulation post-transcriptionnelle  
Chez l'homme, l'épissage alternatif de l’ARN, dans les cellules hépatiques, génère deux transcrits 
ALAS1 avec des régions non traduites distinctes à l’extrémité 5' (5'-UTR). Dans la forme 
majeure d’ARNm  ALAS1, l’exon 1B est manquant alors que cet exon est conservé dans la forme 
mineure d’ARNm ALAS1. L’Hème diminue la stabilité de la forme majeure au niveau post-
transcriptionnel par l'augmentation de la dégradation de transcrit, alors que la forme mineure est 
résistant au dommage médié par l’hème 22. 
c- Régulation post-traductionnelle 
L’hème peut également affecter l’ALAS1 au niveau post-traductionnel. Il existe trois motifs de 
liaison à l’hème (HRM)  du côté N-terminal de la séquence de ciblage mitochondrial de protéine 
pre-ALAS1. La liaison de l’hème à ce motif entraine une diminution de transport de pré-
ALAS1 vers les mitochondries, où la forme mature de protéine est produite après le clivage du 
signal de translocation 23. 
Il a été récemment démontré que l’hème augmente égal ment la dégradation de la forme mature 
mitochondriale d’ALAS1 via la protéolyse médiée parLONP1, une protéase dépendant de l’ATP 
qui contrôle le renouvellement sélectif des protéines de la matrice mitochondriale 24. L’autre 
protéase mitochondriale dépendante de l'ATP qui dégrade l’ALAS1 au niveau post-traductionnel 
est ClpXP. Ce dernier est un hétéro-multimères de CLPX et CLPP. Il est encore difficile de 
savoir si ClpXP dégrade directement l’ALAS1, mais il a été suggéré que CLPX reconnaît et 
déplie d’abord les structures tertiaires des protéines cibles, et CLPP dégrade ensuite la cible 
dépliée 25. L’ALAS1 subit un changement conformationnel suite à l’association de l’hème à son 
motif de liaison à l’hème. Ce changement conformationnel renforce la formation d’un complexe 
entre ALAS1 et la protéase ClpXP dans la mitochondrie, et accélère ainsi la dégradation de la 
protéine ALAS1 afin de maintenir le niveau de l'hème intracellulaire approprié. Il est possible 
que LONP1 et ClpXP régulent de manière coopérative la dégradation d’ALAS1 dans les 
mitochondries des cellules de mammifères 26. 
2-Régulation érythroïde de biosynthèse de l’hème 
La biosynthèse érythroïde de l'hème est absolument dépendante de l'absorption du fer par des 
érythroblastes en maturation, car le fer est non seulement nécessaire pour l’étape finale de la 
production de l’hème, l'incorporation du fer2+ dans le PPIX,  mais il contrôle également 
l'expression d’ALAS2 et l’activité de la FECH. Le fr est acquis par les progéniteurs érythroïdes 
en différenciation via l’endocytose du RTf1 (Récepteur de la Transferrine 1) et est transféré par la 
Mitoferrin vers les mitochondries pour la synthèse de l'hème 27. Cependant, lorsque le fer est 
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biodisponible, il stimule la synthèse d’ALAS2 pour fabriquer l’hème afin de produire 
l’hémoglobine, un tétramère de chaines de globines 2α, 2β, et l’hème. L’ALAS2 est le premier 
facteur limitant de la voie de biosynthèse de l’hème. L’expression d’ALAS2 est régulée par des 
facteurs de transcription spécifiquement érythroïdes tels que GATA1. En dépit de son rôle sur la 
production de l’hème, le fer intra-mitochondrial participe également à la formation des clusters 
fer-souffre. La FECH ainsi que la protéine régulatrice IRP1 possèdent respectivement un centre 
[2Fe/2S] et [4Fe/4S]. La FECH est le deuxième facteur limitant de la voie de biosynthèse de 
l’hème car son expression est augmentée au cours de la différenciation érythroïde et est contrôlée 
par des facteurs de transcription Sp1, NF-E2 et des éléments de GATA. Au niveau post-
transcriptionnel, l'expression de FECH est contrôlée par la disponibilité des clusters fer-soufre 
néoformés dont la biogenèse dépend du fer, ainsi que des machines d'assemblage de cluster fer-
soufre. Le pH mitochondrial joue un rôle important sur l’assemblage et la stabilité du cluster fer-
souffre et subséquemment l’activité de ferrochélatase. L’activité FECH serait donc régulée par le 
facteur inhibiteur ATPiF1 (ATPase inhibitory factor 1)  qui module le pH mitochondrial et le 
potentiel redox. ATPiF1 est un régulateur de l’ATP synthase (ou ATP phosphohydrolase (H+-
transporting)). ATP synthase est une protéine à double fonction qui soit synthétise l’ATP en 
utilisant un gradient H + généré à travers de la membrane mitochondriale ou hydrolyse l’ATP 
dans une réaction inverse (activité ATPase) en cas d’absence du potentiel de membrane ou du 
gradient du pH. Campanella M et al ont démontré qu’ATPiF1 stimule l’activité ATP synthase en 
inhibant son activité ATPase 28. D’après les expériences effectuées dans les modèles e poisson 
zèbre et les cellules murines portant le gène muté  ATPiF1, il a été démontré que l’augmentation 
du pH au niveau de la matrice mitochondriale a entrai ée la diminution de l’activité FECH et 
ainsi l’hémoglobinisation 29, 30. La régulation négative de FECH pendant une érythropoïèse en 
carence en fer a été observée chez les souris Irp2-/-, endant la différenciation érythroïdes des 
cellules MEL limitée en fer, et enfin dans des conditions d’une biogénèse déficiente de cluster 
fer-soufre 31. 
L’hème, de son côté, joue également des rôles régulateurs multiples au cours de la différenciation 
des précurseurs érythroïdes étant donné qu'il commande sa propre synthèse et régule l'expression 
du gène spécifiquement érythroïde majeur de la voie de biosynthèse de l’hème, l’ALAS2 (Fig.6). 
Un équilibre très précis entre la synthèse de l’hème et des globines est nécessaire car l’hème libre 
est extrêmement toxique pour l’organisme. La régulation du pool de l’hème libre dans le tissu 
érythroïde se réalise par trois voies principales : 
• Le niveau de biosynthèse de l’hème par l’ALAS2 et la FECH 
• Catabolisme de l’hème par HO-1 
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• Export de l’hème par FLVCR1 
 
 
Figure 6) Régulation érythroïde de biosynthèse de l’hème. 
 
a- Le système IRE/IRP  
Les protéines régulatrices IRP1 et IRP2 (Iron Regulatory Protein) sont capables de se fixer sur 
une séquence spécifique d'ARN messager ayant une structure tertiaire tige boucle nommée IRE 
(Iron Responsive Element). La liaison d’IRP à un IRE en 5' empêche l’initiation de la traduction 
tandis que sa liaison à un IRE en 3' protège l'ARNm de la dégradation par des ribonucléases 
intracellulaires. En situation de biodisponibilité normale du fer, les IRPs ne se fixent pas aux 
IREs, car IRP1 se complexe avec un cluster fer-soufre [4Fe-4S] pour devenir l'aconitase (ACO1) 
dont la fonction est actuellement inconnue. Contrairement à IRP1, IRP2 ne se complexe pas avec 
le cluster fer-souffre et est dégradé par le protéasome (Fig.7). Durant l’érythropoïèse, IRP2 
contrôle l’absorption du fer et la biosynthèse de l’hème. Il a été démontré que les souris IRP2-/-
développe une anémie microcytaire hypochrome avec une disponibilité du fer réduite pour 
l'érythropoïèse. Le niveau d’expression du RTf1 chez les souris IRP2-/- est très faible. Le transcrit 
du RTf1 contient une séquence IRE en 3' et perd sa stabilité en cas d’absence d’IRP2. Par 
conséquent, les cellules ne parviennent pas à acquérir des quantités suffisantes du fer pour 
l’érythropoïèse en dépit de l'approvisionnement du fer physiologique. Ces souris développent 
également la protoporphyrie érythropoïétique due à l’accumulation élevée du PPIX libre ou Zn-
PPIX (~ 200-fois plus de PPIX libre). Le transcrit d’ALAS2 contient un IRE en 5' et est également 
soumis à cette régulation post-transcriptionnelle. Lorsqu’Irp2 est invalidé, la traduction d’ALAS2 
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n’est pas inhibée par le mécanisme IRP/IRE et ainsi la biosynthèse de l’hème est suractivée. 
Cependant, l’absence du fer à un niveau approprié pour la production de l’hème, entraine 
l’accumulation du PPIX libre ou Zn-PPIX 32,33,34. L'expression de plusieurs autres gènes 
impliqués dans le métabolisme du fer est aussi régulée par le système IRE/IRP. Les transcrits des 
H-ferritine, L-ferritine, mAconitase et ferroportine contienne un IRE en 5' tandis que le transcrit 
de DMT1 possède un IRE en 3' 35. Au total, le système IRE/IRP permet une régulation balancée 
entre stockage/utilisation/export du fer d’une part et son apport cellulaire et mitochondrial d’autre 
part.  
 
Figure 7) Modulation post-transcriptionnelle par le fer via le système IRE/IRP, modifié 
d’après Shah YM et Xie L, 2014 36. Lorsque la concentration du fer est faible, la liaison entre 
IRP1 et IRP2 avec les ARNm ayant des séquences IREs est renforcée. La liaison d’IRP aux 
transcrits qui contienne un IRE en 5' tels que L-ferritine, H- ferritine, Ferroportine, ALAS2 
réprime la traduction. Alors que la liaison d’IRP aux transcrits qui possèdent un IRE en 3' tels 
que RTf1 et DMT1, stabilise l’ARNm de la dégradation par des ribonucléases intracellulaires. 
 
 
Les données suggèrent que l'hème pourrait également favoriser sa propre synthèse au cours de la 
différenciation érythroïde par la régulation de l’expression d’ALAS2 via le système IRE/IRP. 
L’hème interagit avec la séquence consensus HRM d’IRP2 et entraine l'oxydation d’IRP2 qui 
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déclenche son ubiquitination et sa dégradation 37 (Fig.8). L’augmentation du niveau de l'hème 
dans les précurseurs érythroïdes stimule donc la production de protéine ALAS2 due à la perte 
d’IRP2. En conclusion,  l'hème participe au contrôle de l'homéostasie du fer dans les progéniteurs 
érythroïdes en contrôlant l’oxydation/dégradation d’IRP2. 
 
 
 
Figure 8) Modulation post-transcriptionnelle par l’hème via le système IRE/IRP. L’hème 
interagit avec la séquence consensus d’HRM d’IRP2 et entraine l'oxydation d’IRP2 qui déclenche 
son ubiquitination et sa dégradation. 
 
b- L’hème contrôle la transcription des gènes spécifiquement érythroïdes 
L’hème est impliqué dans la régulation transcriptionnelle de plusieurs gènes tels que l’hème 
oxygénase-1 (HO-1) et les gènes de globines par l’intermédiaire d’un répresseur de la 
transcription : BACH-1 38. Ce dernier possède cinq motifs HRM et est spécifique des séquences 
trans-activatrices MARE (Maf Recognition Element) au niveau des promoteurs. Lorsque l’hème 
se lie au domaine C-terminal du BACH-1, il inhibe son activité de liaison à l'ADN et induit son 
dissociation des protéines MAFs, déclenche son exportation du noyau et induit son ubiquitination 
et la dégradation 39,40,41. Dans des conditions normales, la protéine KEAP1 (Kelch-like ECH-
associated protein 1) séquestre NrF2 dans le cytoplasme 42 et par conséquent BACH-1, qui est en 
compétition avec NrF2, se complexe avec les protéines MAFs. De ce fait, L’expression des gènes 
est réprimée par la fixation d’hétéro-dimère de BACH-1 et MAF sur la séquence MARE. Au 
contraire, le stress oxydatif induit par un excès d'hème provoque la dissociation du complexe 
KEAP1/NrF2 et l'accumulation nucléaire de NrF2 (Nuclear factor erythroïd 2-related Factor-2) 
43. L’hétéro-dimère de NrF2 et MAF se fixent ensemble sur la séquence MARE et stimulent la 
transcription des gènes (Fig.9). 
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Figure 9) L’implication de BACH-1 dans la régulation de la transcription des gènes tels que 
l’hème oxygénase et les globines, modifié d’après Yuji Naito, 2011 44. Dans des conditions 
normales, BACH-1 reconnait des séquences enhancers MARE et réprime la transcription des 
gènes tels que HO-1. L’augmentation de l’hème inhibe la liaison de BACH-1 à l'ADN et induit sa 
dissociation des protéines MAFs, déclenche son exportation du noyau et induit son ubiquitination 
et la dégradation. De ce fait, la séquence MARE est disponible pour les complexes activateurs de 
transcription y compris Maf/Nrf2.  
 
 
De plus, l'hème contrôle également la transcription d'autres gènes exprimés de manière 
ubiquitaire tels que les protéines de stockage du fer, L-ferritin et l’exporteur du fer, la 
ferroportine par ce mécanisme 45. Ce mécanisme de régulation pourrait contribuer à adapter le 
métabolisme du fer dans des érythroblastes en fonction de leur stade afin d’assurer une 
biodisponibilité suffisante du fer pour la synthèse d’hème. 
c- L’hème régule la synthèse des protéines lors de la différenciation érythroïde 
La synthèse des protéines dans les progéniteurs érythroïdes dépend principalement du niveau de 
l'hème qui est détectée par HRI (Heme Regulated Inhibitor, eIF2α kinase), un membre de la 
famille des protéines kinases capables de phosphoryler la sous-unité α du facteur d'initiation de la 
traduction chez les eucaryotes (eIF2α). Une fois phosphorylée, eIF2α entraine l'inhibition de la 
synthèse protéique 46. HRI est exprimé de manière prédominante dans le compartiment érythroïde 
et son activité de kinase est directement régulée par le niveau de l’hème. L’hème inhibe l’activité 
de phosphorylation en se liant au domaine kinase d’HRI via un motif HRM. Par conséquent, la 
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phosphorylation d’eIF2α est diminuée et le taux de la traduction est augmenté, principalement 
des ARNm HBA et HBB. D'autre part, lors de la carence en hème, l'activtion d’HRI et la 
phosphorylation ultérieure d’eIF2α provoquent l'inhibition de la synthèse protéique. Ainsi, 
seulement après l'initiation de la biosynthèse de l'hème dans les progéniteurs érythroïdes en 
différenciation, l’inhibition de l'activité HRI permet la synthèse des globines α et ß. De cette 
manière, HRI est fondamental pour coordonner la synthèse d’hème et de chaines de globine 
évitant ainsi une accumulation d’hème pro-oxydant et des chaines de globine seule (Fig.10). Les 
souris Hri-/- montrent une anémie macrocytaire hyperchrome légère avec une réponse adaptative 
altérée à une carence en fer. La réponse adaptative normale à une carence en fer est d'arrêter la 
synthèse d'hémoglobine, ce qui entraine une anémie microcytaire hypochrome. Les souris Hri-/- 
soumises à un régime de carence en fer développent une anémie hyperchrome avec une 
destruction accrue des précurseurs de globules rouges en phase tardive et une hyperplasie 
érythroïde compensatoire au niveau médullaire. L’excès des chaines de globine, après un déficit 
en HRI, précipite et forment des inclusions protéiques toxiques, responsable de la mort des 
progéniteurs érythroïdes. Ces données démontrent clairement le rôle essentiel des HRI pour 
arrêter la synthèse d’α- et β-globine dans les progéniteurs érythroïdes lorsque le fer est en 
carence, ce qui évite la précipitation toxique des chaînes de globine 47. 
 
Figure 10) L’hème contrôle la traduction des ARNm HBA et HBB dans les progéniteurs 
érythroïdes en différenciation, modifié après D.Chiabrando, 2014 48. La traduction des 
ARNm de globines est régulée par l’hème via la protéine kinase HRI. Ce dernier est inactivé 
lorsqu’il se lie à l’hème. Par conséquent, le facteur d’initiation de traduction eIF2α n’est pas 
phosphorylé et entraine l’initiation de synthèse de protéines. 
 
25 
 
4-Catabolisme de l’hème 
L’hème libre devrait rapidement être dégradé par l’hème oxygénase (HO), en monoxyde de 
carbone, biliverdine et fer. La biliverdine est réduite par la biliverdine réductase en bilirubine. La 
bilirubine est ensuite transportée vers le foie où elle est conjuguée avec un sucre solubilisant 
appelé l’acide glucuronique. Cette forme plus soluble de bilirubine (conjuguée) est excrétée dans 
la bile. Le fer est recyclé. Il existe deux isoenzymes catalytiquement actifs pour HO, HO-1, HO-
2. Les gènes humains codant pour HO-1 et HO-2 sont l calisés respectivement sur le 
chromosome 22 et du chromosome 16. HO-1 est une isoenzyme inductible, et son expression est 
régulée positivement par son substrat "hème" et le stresse oxydatif (voir paragraphe 2b). 
5-La biosynthèse de l’hème dans des conditions hypoxiques 
L’érythropoïétine (EPO) est une glycoprotéine de 34 kDa, composée de 165 acides aminés sous 
sa forme circulante. Son rôle principal est la prévention de l'apoptose dans les cellules érythroïdes 
dépendantes de l'EPO, les CFUs (colony-forming unit) et des érythroblastes qui n’ont pas encore 
commencé la synthèse de l'hémoglobine. L'hypoxie est l’inducteur physiologique primaire pour 
la production d'EPO, qui, en fonction des conditions hypoxiques, augmente les taux sériques 
d'EPO  jusqu'à plusieurs centaines de fois par rapport au taux basal. EPO est produit à 90% par 
les fibroblastes péri-tubulaires du cortex rénal et à 10% par le foie, principalement les 
hépatocytes et les cellules d’Ito situées autour des sinus dans les espaces de Disse 49. L’EPO-R 
est son récepteur qui est également inductible par l’hypoxie. Il est exprimé au niveau des 
progéniteurs érythropoïétiques et exerce un effet par de multiples voies 50. Au niveau des tissus 
érythropoïétiques, l’hypoxie entraîne une prolifération des précurseurs érythroïdes via l'EPO. La 
réponse cellulaire  à l’hypoxie est contrôlée par une famille de facteurs de transcription : HIFs 
(Hypoxia-Inducible Factors). HIF est un hétéro-dimère composé de deux sous unités, HIF-α et 
HIF-β. En conditions normoxiques, la sous unité HIF-α est hydroxylée par des prolyl 
hydroxylases PHD et est dégradée par le protéasome. La forme hydroxylée de HIF-α se fixe à 
VHL (Von Hippel Lindau) et le complexe HIF-α/VHL facilite la dégradation de HIF-α via le 
protéasome. Contrairement à HIF-α, la sous unité HIF-β est stable en conditions normoxiques. En 
situation d’hypoxie, les prolyl hydroxylases sont iactivées et par conséquent, HIF-α se dimérise 
avec HIF-β. Ce nouveau complexe se lie à de courtes séquences d’ADN qui contiennent les 
HREs et qui régulent la transcription oxygéno-dépendante des gènes cibles de HIF dont celui de 
l’EPO (Fig.11). Il existe trois sous unités régulatrices HIF- α : HIF1, HIF2 et HIF3. La sous unité 
HIF-1α est exprimé de façon ubiquitaire et est le facteur majeur de réponse à l'hypoxie. Zhang 
F.L et al ont démontré que l'expression d’ALAS2 est régulée par HIF-1α dans des conditions 
hypoxiques. Ils ont émis l’hypothèse que l'augmentation du niveau d'expression d’ALAS2 
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contribue à l’hémoglobinisation des cellules érythroïdes dans des conditions hypoxiques, et 
qu’ALAS2 coopère avec l'EPO pour augmenter l'érythropoïèse pendant l'hypoxie 51,52. 
 
 
Figure 11) La stabilité des protéines HIF est dépendante de la biodisponibilité du fer et 
l’oxygène, modifié d’après Yatrik M. Shah and Liwei Xie, 2015 53. Le fer est majoritairement 
utilisé pour la synthèse des globules rouges; la caren e en fer réduit le nombre de globules rouges 
et le transport d'oxygène, conduisant à une hypoxie tissulaire. Une diminution de l'oxygène 
cellulaire ou la biodisponibilité du fer inhibe l’hydroxylation de la sous unité HIF-α par des prolyl 
hydroxylases PHD. Les espèces réactives de l’oxygène dans les mitochondries (mtROS) sont 
également nécessaires pour la stabilisation de HIF. I -α stabilisé se complexe avec la sous unité 
HIF-β. Ce nouveau complexe se lie à de courtes séquences d’ADN qui contiennent les HRE et 
qui régulent la transcription oxygéno-dépendante des gènes cibles de HIF dont celui de l’EPO.  
 
6-Le trafic de l'hème et ses précurseurs à travers les membranes mitochondriales 
Alors que toutes les étapes enzymatiques conduisant à la production de l’hème sont bien 
caractérisées, les mécanismes de transport des métabolites entre le cytosol et la mitochondrie et 
inversement sont très mal connus. Comment l’ALA est-il exporté à travers les deux membranes 
mitochondriales? Comment le COPROgèneIII est-il importé dans l'espace inter-membranaire de 
la mitochondrie? Comment l’hème est-il exporté hors de  mitochondries? C’est seulement dans la 
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dernière décennie que certaines de ces questions ont commencé à trouver des réponses et 
plusieurs nouveaux acteurs du métabolisme de l’hème ont été identifiés. 
a- Export de l'ALA des mitochondries 
Les transporteurs SLC25A38 et l’ABCB10 ont été proposés pour exporter l’ALA des 
mitochondries (Fig.12). SLC25A38 est un membre de la famille des transporteurs SLC25 de la 
membrane interne de la mitochondrie qui facilite la production d’ALA par l’import de glycine 
dans les mitochondries et échangerait la glycine contre l’ALA à travers la membrane 
mitochondriale interne 54, 55. SLC25A38 est fortement et préférentiellement exprimé dans les 
cellules érythroïdes et est importante pour la biosynthèse de l'hème chez les eucaryotes. 
Un seul gène a été connu pendant longtemps pour entrainer l'anémie sidéroblastique congénitale 
(ASC)  lorsqu'il est muté: le gène spécifiquement érythroïde d’ALAS2. Cependant, l’équipe 
Guernsey a trouvé des nouvelles mutations de type "perte de fonction" dans le gène SLC25A38 
qui sont responsables de l’apparition de la maladie ch z les patients atteints de la forme 
autosomique récessive d’ASC. Afin de confirmer le rôle de SLC25A38 dans l'érythropoïèse, 
Guernsey et al ont réalisé des expériences utilisant d s des poissons zèbre des oligonucléotides 
antisens de type morpholino inhibant  la production d’ARNm. La diminution de l’expression de 
SLC25A38 chez les poissons zèbre a provoqué une anémie semblable à un déficit d’Alas2. Le 
manque d’YDL119c, l'orthologue de SLC25A38, chez les levures présente également un défaut 
de biosynthèse d’ALA 55.  
ABCB10 est un membre de la famille "ATP binding cassette sub-family", qui utilisent l'énergie 
de l’hydrolyse de l'ATP pour le transport de divers substrats à travers les membranes cellulaires. 
ABCB10 est une protéine de la membrane mitochondriale interne qui s’homodimèrise pour 
former un transporteur fonctionnel 56. En plus de son rôle dans la stabilisation de MFRN1 
(Mitoferrin-1) qui est l’importeur essentiel du fer dans la mitochondrie pour la biosynthèse de 
l'hème 57, 58, ABCB10 joue un rôle important au cours de la différenciation érythroïde. Les souris 
Abcb10 -/- meurent in utero en raison d’une anémie sévère 59. Il a d'abord été proposé 
qu’ABCB10 puisse exporter l’hème des mitochondries 60. Cependant, l’extinction d’ABCB10 
provoque une diminution des niveaux cellulaire et mi ochondrial de l’hème associée à la 
réduction de l’activité de plusieurs enzymes ayant u  groupement prosthétique héminique. 
L'administration d'ALA restaure complètement le niveau de l'hème dans les cellules sous 
exprimées pour ABCB10 alors que la surexpression d’ALAS2 ne parvient pas à le faire. Ainsi, il 
a été proposé qu’ABCB10 puisse faciliter la synthèse mitochondriale d'ALA ou son exportation à 
partir de la mitochondrie. SLC25A38 et ABCB10 sont situées sur la membrane mitochondriale 
28 
 
interne. Il reste à comprendre comment l'ALA est transporté à travers la membrane 
mitochondriale externe 48.  
 
 
 
Figure 12) Le trafic de l'hème et ses précurseurs à travers les membranes mitochondriales, 
modifié après D.Chiabrando et al, 2014 48. 
 
b- L’import mitochondrial de COPROgèneIII 
ABCB6 a été proposé comme étant le transporteur de COPROgèneIII du cytoplasme vers l'espace 
inter-membranaire mitochondrial (Fig.12). ABCB6 estsitué dans la membrane mitochondriale 
externe et son expression est régulée positivement après la stimulation de la différenciation 
érythroïde des cellules MEL et G1ER ainsi que par le niveau d’hème. ABCB6 a été trouvé aussi 
sur la membrane plasmique, dans le compartiment de Golgi et dans les lysosomes. Cependant 
certaines études ne parviennent pas à détecter ABCB6 dans les mitochondries 61, 62,63. ABCB6 se 
lie aux porphyrines, y compris l’hème, et les essais de compétition suggèrent que le 
COPROgèneIII soit le substrat principal 61. Cependant, la localisation mitochondriale d’ABCB6 
ainsi que le rôle d’ABCB6 dans la translocation desporphyrines dans les mitochondries restent 
controversés. En outre, ABCB6 a été associée à d'autres fonctions non liées à l'homéostasie des 
porphyrines. Elle code pour un nouveau système de groupe sanguin Langereis (Lan). L’antigène 
du groupe sanguin Lan est exprimé à la membrane des globules rouges ainsi que des cellules du 
carcinome hépatocellulaire 64. La manifestation clinique, chez différents indivius atteints de 
porphyrie ayant les mêmes mutations, est très variable. Fukuda et al ont démontré très récemment 
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que les patients atteints de porphyrie portent des allèles variant du gène ABCB6 et les études 
fonctionnelles ont indiqué que la plupart de ces variantes sont exprimées très faiblement ou ont 
une altération de la fonction d’ABCB6. D’autre part, une disruption génique du gène ABCB6 
dans un modèle murin de protoporphyrie érythropoïétique (Fechm1Pas/Fechm1Pas) a exacerbé le 
phénotype de la maladie par l’accumulation de porphyrine. Toutes ces études ensemble 
confirment le rôle d’ABCB6 comme étant le modificateur génétique de la porphyrie et suggère 
que les médicaments induisant la porphyrie peuvent produire des toxicités excessives chez les 
individus avec le group sanguin Lan (-) 65. 
Récemment, il a été rapporté que chez les souris Abcb6 -/-, l’importation mitochondriale 
dépendant de l’ATP du COPROgèneIII est inhibée alors que l'absorption indépendante de l'ATP 
du COPROgèneIII n’est pas affectée. L’analyse de l’expression des gènes impliqués dans la voie 
de biosynthèse de l’hème pendant la différenciation érythroïde a révélé que le déficit en Abcb6 
entraîne une augmentation de la régulation des voies alt rnatives de la porphyrine et du fer et est 
associée à un taux élevé de PPIX. Le stress induit par la phénylhydrazine entraîne une mortalité 
plus élevée chez les souris Abcb6 -/-, probablement en raison d’un taux élevé de PPIX dont sa 
transformation en hème est inhibée en dépit d’un niveau  normal de ferrochélatase. Pris ensemble, 
ces données suggèrent qu’ABCB6 est le seul importeur dépendant de l'ATP de la porphyrine et le 
déficit en ABCB6 entraine une régulation positive des voies de l'hème et du fer nécessaires au 
développement normal 66. 
c- L’export d’hème de la mitochondrie 
L'hème libre agit comme le régulateur de plusieurs événements biologiques dont la régulation 
d’ALAS1 dans le foie. Néanmoins l’excès de l’hème est hautement toxique de part ses propriétés 
prooxydantes et pro-inflammatoires. De ce fait, il existe des systèmes de régulation très fins de 
la quantité d’hème libre en jouant sur son catabolisme par HO-1  ou son export par FLVCR1 
(Feline Leukemic Virus Cell Surfac Receptor-1). FLVCR1 appartient à la famille des 
transporteurs MFS (Major Facilitator Superfamily) et est un exporteur d’hème (Fig.12) qui est 
exprimé au niveau des sites potentiels du trafic de l'hème tels que le tissu hématopoïétique 67. Il 
existe deux isoformes différentes de FLVCR1 : FLVCR1a et FLVCR1b, exprimées 
respectivement, sur la membrane plasmique et mitochondriale. FLVCR1a, avec 12 domaines 
transmembranaires, a été initialement identifié comme un exporteur essentiel de l’hème pendant 
l’érythropoïèse 67,68. L’exporteur d'hème mitochondrial, FLVCR1b, avec 6 domaines 
transmembranaires, est essentiel pour la différenciation érythroïde puisque la surexpression ou 
l’inactivation de FLVCR1b dans les cellules K562 favorise ou réduit, respectiv ment, la 
différenciation érythroïde. La comparaison entre différents modèles de souris invalidés pour 
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Flvcr1 a indiqué que Flvcr1b a un rôle important pour le contrôle de la différenciation érythroïde 
fœtale 48. FLVCR1b est le premier exporteur de l’hème mitochondrial identifié à ce jour. Il a été 
émis l'hypothèse que FLVCR1b agisse de façon coordonnée avec FLVCR1a, afin d’assurer une 
biodisponibilité efficace de l’hème dans les compartiments cytosoliques et mitochondriaux 48. 
7-La FECH 
L’enzyme terminale de la voie de biosynthèse de l'hème est la FECH qui est localisée sur la face 
interne de la membrane interne de la mitochondrie et qui catalyse, à l’état d’homo-dimère, 
l'incorporation du fer2+ dans la protoporphyrine IX pour former l'hème. Le déficit de l’activité 
enzymatique FECH entraine l’accumulation de la PPIX et par conséquent l’apparition de la 
protoporphyrie érythropoïétique. 
a- Le gène FECH 
L'expression du gène FECH est ubiquitaire et est fortement induite au niveau tr nscriptionnel lors 
de l’érythropoïèse tardive chez les mammifères. La FECH humaine est codée par un gène 
nucléaire qui couvre environ 45 kb de l'ADN chromosomique et qui est situé sur le bras long du 
chromosome 18. Ce gène contient 11 exons qui varient en taille de 108 à 1293 bp 69,70. Un 
pseudogène (~30 kb) a été identifié sur le chromosoe 3 et montre > 80% d’homologie avec la 
séquence nucléotidique du gène fonctionnel, mais ne co tient pas de cadre de lecture ouvert. Le 
gène FECH contient deux sites de polyadénylation dans sa région 3' UTR et par conséquent, deux 
transcrit ARNm de 2,5 et 1,6 kb. Une seule protéine fonctionnelle est traduite à partir de deux 
isoformes dans les tissues érythroïdes et non erythroïdes. Le promoteur proximal du gène FECH  
humain ne contient pas la boîte CAAT ou TATA, mais contient la boîte GC. La séquence 
consensus concernant le site de liaison à GATA-1 se trouve dans la région du promoteur de 
FECH humain en positions -566 à -561 et -561 à -556. Ces motifs d'ADN servent en partie pour 
coordonner la transcription des gènes spécifiquement érythroïdes et sont présents dans le 
promoteur des gènes de globines et des gènes codant pour les enzymes érythroïdes-inductibles 
dans la biosynthèse de l’hème telles qu’ALAS2 et UROIII synthase 71, 72. 
b- Structure de l’enzyme FECH 
Wu C.K et al ont déterminé pour la première fois la tructure de FECH humaine par la technique 
de cristallographie à rayon X 73. Chez les eucaryotes, la ferrochélatase existe sous forme d’un 
homo-dimère avec une masse moléculaire d’environ 86 kDa. La FECH est synthétisée à partir de 
deux monomères clivés dans leur partie N terminale lors de leur translocation dans la 
mitochondrie. Chaque monomère de cette enzyme est composé de deux domaines similaires, 
contenant chacun  quatre brins parallèles en feuillet β, entouré par des hélices α. La protéine 
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ferrochélatase chez les eucaryotes, à l'exception des enzymes des plantes et des champignons, 
contient un cluster [2Fe-2S] par sous-unité. Les clusters fer-soufre sont synthétisés dans les 
cellules humaines par une machinerie mitochondriale et aussi par une machinerie indépendante 
cytosolique, qui impliquent au moins 20 protéines au total 74. L’extrémité C-terminale dans 
chaque monomère adopte une structure hélice-tour-hélice et est fortement impliquée dans la 
stabilisation du dimère. L'extrémité N-ter comporte le site actif de l’enzyme qui est présente dans 
chaque monomère 75. Les poches comportant des sites actifs de FECH dimère sont situées sur la 
surface qui est censé être incorporée dans la membrane. L'entrée de la poche du site actif est 
bordée par des résidus essentiellement hydrophobes, tandis que la cavité interne de la poche est 
remplie avec plusieurs résidus hydrophiles. La structure cristallinienne de la FECH complexée à 
la PPIX a révélé que le site actif se ferme lors de la liaison avec la porphyrine et que le substrat 
est complètement englouti par la protéine. Plusieur interactions clés entre la FECH et le substrat, 
positionne la porphyrine dans la poche du site actif (Fig.13). La conservation moléculaire de la 
FECH est très faible entre les espèces et seulement six résidus d’acide aminé sont strictement 
conservés entre les mammifères et les plantes 76. 
 
 
Figure 13) Structure de la FECH. La cristallisation du dimère (PDB 3HCN, sous Rasmol).  Il 
existe un vaste réseau des liaisons hydrogène intermoléculaires et des interactions hydrophobes à 
l’interface du dimère. Chaque monomère contient un cl ster [2Fe-2S]. 
 
c- Les substrats et les inhibiteurs de FECH 
La ferrochélatase accepte une variété de porphyrines (telle que la mésoporphyrine utilisée dans la 
mesure de l’activité FECH) comme substrats ainsi que des cations divalents tels que le zinc, le 
cobalt, le nickel et le cuivre. Certains ions métalliques comme le plomb, le magnésium et le 
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mercure ont des effets inhibiteurs sur la FECH et ALAD. L’intoxication au plomb est à l'origine 
du saturnisme en inhibant l'activité FECH par l’interaction de cations avec les groupements 
thiols. Le fer ferreux est le substrat le plus efficacement incorporé en termes de kcat (le nombre 
de molécules de substrat hydrolysées par minute par une molécule d'enzyme). L’excès de 
substrat, excepté le fer, peut avoir un effet inhibiteur sur la formation du produit final. La FECH 
contient deux sites catalytiques pour la fixation du métal. L’un des inhibiteurs non compétitifs sur 
l’activité FECH est le Zn2+ qui réduit la production de métalloporphyrines non héminiques en 
ralentissant l’activité de la FECH. La proportion de Zn PPIX est augmentée dans le cas de 
carence martiale ou d'empoisonnement par le plomb 76. 
d- Interaction avec d’autres protéines 
Les protéines identifiées comme étant en interaction avec la FECH, comprennent un certain 
nombre de protéines impliquées dans le métabolisme de l’hème (ALAS2 et PPOX) et du 
métabolisme du fer (ABCB10 et ABCB7). Ces interactions soulignent l'importance de la FECH 
comme le point régulateur crucial à l'intersection de ces deux voies métaboliques. ABCB7 est co-
localisée avec la FECH dans la mitochondrie et interagit avec le domaine C-ter de la 
ferrochélatase. Chez l’homme ABCB7 est un régulateur de synthèse de l’hème, soit par son 
impact direct sur l’assemblage des clusters [Fe/S] ou par la régulation de la production érythroïde 
de l’hème en modulant le contenu du fer cytosolique 77. Les modèles murins mutés pour le gène 
Abcb7 présentent l’anémie sidéroblastique 78, et cela  confirme que la production de l’hème  est
modulée indirectement par l'action d'ABCB7 sur la FECH.  
Il a été démontré, dans la lignée MEL de souris, que les  protéines MFRN1 et ABCB10 forment 
un complexe transitoire avec la FECH pour faciliter l  transfert direct du fer2+ à la FECH. 
L’expression d’ABCB10 est induite lors de l'érythropoïèse et régulée au niveau transcriptionel 
par GATA1. La demi-vie de MFRN1 est augmentée par ABCB10 et cela augmente l’import du 
fer dans la mitochondrie. ABCB10 s'associe avec la forme érythroïde de MFRN1 mais pas avec 
la forme ubiquitaire (MFRN2). ABCB10 pourrait égalem nt être impliqué dans l'export de l'hème 
nouvellement synthétisé par la FECH 79, 80. 
La frataxine (FXN), l’intermédiaire entre la FECH et la MFRN1, est un senseur du fer 
intramitochondrial qui joue un rôle fondamental dans l'apport du fer vers la FECH 81 (Fig.14).  
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Figure 14) La ferrochélatase, localisation et partenaires. 
 
 
 
Des données récentes suggèrent une interaction entre les enzymes PPOX et FECH, ce qui 
faciliterait le transfert de la PPIX dans la mitochndrie. Medlock et al ont confirmé dernièrement 
que la PPOX est localisée dans la matrice de la mitochondrie 82 et n’est pas située dans l'espace 
inter-membranaire de la mitochondrie. Les protéines impliquées dans le transport de 
protoporphyrinogène IX, entre l'espace inter-membranai e et la matrice mitochondriale ne sont 
pas encore clairement identifiées, mais sont susceptibles d’être parmi des transporteurs de la 
membrane interne de la mitochondrie telle que Tmem14c 83, Ant2 84, Ogc 85, ABCB10 80. Chacun 
de ces transporteurs est impliqué dans la synthèse de l'hème lors de la différenciation érythroïde 
et sont proposé d’être dans un complexe multi-protéique mitochondrial avec la FECH (Fig.14) 82. 
Ce complexe protéique mitochondrial relie physiquement la première étape de biosynthèse de 
l’hème catalysée par ALAS2 à la dernière étape catalysée par FECH, ce qui soutient des études 
précédentes qui ont montré que ces deux enzymes sont des facteurs régulateurs important de la 
biosynthèse d’hème 74,86,82. Furuyamma et al ont démontré qu’ALAS2 est complexée également 
avec la sous unité beta de l’enzyme succinyl-CoA synthétase (SUCLA2). Cette association entre 
ces deux enzymes peut favoriser une utilisation efficace du CoA par ALAS2 ou faciliter la 
translocation d’ALAS2 dans les mitochondries 87 (Fig.15). 
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L’équipe de Medlock ont trouvé très récemment que PGRMC1 (Progesterone Receptor 
Membrane Component 1) est un nouveau partenaire et régulateur de la Ferrochélatase. Elle est 
impliquée dans une variété de voies cellulaires y compris la prolifération cellulaire, la synthèse 
du cholestérol, et l’autophagie. Ils ont proposé que PGRMC1 soit un senseur de l’hème qui 
interagit directement avec la FECH et diminue son activité ou un chaperon de l’hème pour 
délivrer l’hème nouvellement synthétisé aux hémoprotéines à différents endroits cellulaires. 
L’interaction entre la FECH et la PGRMC1 a lieu près de l'extrémité N-terminale de PGRMC1 88. 
Le fait qu’il existe un complexe mitochondrial composé de différentes protéines représente 
plusieurs avantages tels que la synthèse rapide, coordonnée et ciblée de l’hème pour 
l’érythropoïèse, la distribution de l’hème et le fer et enfin la protection cellulaire contre le fer, 
l’hème et les précurseurs de l’hème telles que les porphyrines. 
 
 
Figure 15) Modèle proposé du complexe mitochondrial de protéines impliquées dans le 
métabolisme de l’hème, modifié après Medlock et al, 2016 82. Ce modèle soutient l’hypothèse 
qu’il existe un complexe mitochondrial composé de FECH, PPOX, ALAS2, ABCB10, ABCB7, 
et SUCLA2 pour faciliter la canalisation du substrat et coordonner le métabolisme du fer et la 
porphyrine. 
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8- Le complexe Transferrine/Récepteur de la Transferrine (Tf/RTf) 
La transferrine est une glycoprotéine monomérique de 78 kDa, synthétisé par les hépatocytes 89, 
qui joue un rôle majeur dans le transport du fer ent e les sites d’absorption (le duodénum), de 
recyclage (le macrophage), de stockage (l’hépatocyte), et d’utilisation (dans les tissus en 
particulier par les érythroblastes). Elle est une protéine plasmatique bilobée. Chacun de ses lobes 
fixe avec une forte affinité, de façon réversible, d ux atomes de fer ferrique (Fe3+) 90. Lorsque la 
Tf est libre, elle est connue comme "apo-transferrin " alors qu’à l’état saturé en fer, elle est 
nommée "holo-transferrine". Différents facteurs tels que la température, la concentration ionique 
et le pH sont impliqués dans la fixation et la libération du fer par la transferrine 91. L’endocytose 
du complexe Tf-RTf est le mécanisme d’incorporation du fer qui est utilisé par de nombreux 
types cellulaires.  
Deux types de récepteurs aux fonctions très différentes peuvent fixer l’holo-transferrine :  
1-Le récepteur de la transferrine1, dénommé RTf1 (également connu sous le nom de CD71) qui 
est exprimé de façon ubiquitaire dans la plupart des tissus humains et permet l’absorption du fer 
et participe à la régulation de la prolifération cellulaire 92. Comme pour la transferrine, le gène 
codant pour le RTf1 est situé sur le chromosome 3 et est constitué de 19 exons 93. 
Les progéniteurs érythroïdes ont un besoin majeur en fer pour la synthèse de l'hémoglobine. Ce 
qui explique que ces cellules expriment le plus RTf1 dans l’organisme 94.  
Le deuxième type cellulaire exprimant fortement le RTf1 sont les cellules endothéliales de la 
barrière hémato-encéphalique. La barrière hémato-encéphalique limite la biodisponibilité des 
traitements pour le système nerveux central (CNS), y compris dans le traitement des tumeurs 
cérébrales, les maladies neurodégénératives et les troubles psychiatriques. Le transfert des agents 
thérapeutiques dans le cerveau médié par le transcytose du RTf1 a été largement étudié en raison 
de la forte expression du RTf1 dans ce tissu 95.  
Le RTf1 est exprimé sur les cellules malignes à des niveaux beaucoup plus élevés que par rapport 
aux cellules normales et son expression peut être co rélée avec le stade de la tumeur ou la 
progression du cancer.  Son expression élevée dans les cellules malignes est liée aux besoins en 
fer pour la prolifération de ces cellules. Ce récepteur est donc très intéressant comme vecteur 
pour l'administration des médicaments anticancéreuses 96. 
Le RTf1 possède d’autres fonctions importantes en li avec le métabolisme du fer : son 
interaction avec HFE régule indirectement la synthèse d’hépcidine 97, il est impliqué dans 
l’homéostasie intestinale 98 et enfin il a un rôle dans la régulation et la prolifération des 
lymphocytes B et lymphocytes T en jouant sur la biodisponibilité du fer 99.  
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Le ciblage du récepteur de la transferrine pour la distribution de petites molécules, des protéines, 
des acides nucléiques et des nanoparticules dans de nombreux types de cellules ne cesse de 
croître. Le ciblage du RTf1 est possible par l'utilisation d’une variété de méthodes, y compris des 
stratégies qui utilisent principalement son ligand naturel Tf, les anticorps monoclonaux et les 
peptides qui ciblent ce récepteur de manière spécifique 96, 100. 
2- Le récepteur de la transferrine 2, RTf2, qui est une protéine fortement homologue à RTf1 
(avec 45-66 % d’homologie dans le domaine extracellulaire) mais son expression concerne 
efficacement les hépatocytes, les cellules érythroïdes et les cellules de la crypte intestinale 101. 
Une étude protéomique récente a révélé  que de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses 
expriment également RTf2 102. Le RTf2 présente une affinité nettement plus faible pour la 
transferrine par rapport à celle du RTf1 (environ 25 fois inférieure), et son expression n’est pas 
corrélée avec le niveau du fer dans les cellules 103,104. Il possède également une capacité 
d’endocytose de la Tf. 
Le RTf2 a une fonction régulatrice dans l'homéostasie du fer systémique, puisque son 
inactivation provoque une surcharge systémique en fer. Le RTf2 hépatique en relation avec HFE 
et HJV participe à la détection du fer et à l'activation de l'hépcidine, bien que le mécanisme reste 
peu clair. Le RTf2 érythroïde stabilise les récepteurs de l'érythropoïétine à la surface des 
érythroblastes et est essentiel pour contrôler la poduction d'érythrocytes en carence en fer 105. 
a- Structure du récepteur de la transferrine1  
Le récepteur de la transferrine est une glycoprotéine transmembranaire avec une masse 
moléculaire de 190 kDa. Il est homo-dimérique et contient deux sous-unités (ou monomères). 
Chaque sous-unité contient 760 acides aminés répartis en trois domaines : un court domaine N-
terminal cytoplasmique, un domaine transmembranaire hydrophobe et un grand domaine C-
terminal extracellulaire globulaire qui contient le site de liaison à la transferrine. Les deux 
monomères se lient entre eux par deux ponts disulfures dans le domaine extracellulaire et forment 
un dimère 106,107 (Fig.16). Etant donné que chaque monomère de RTf1 peut se fixer à un ligand de 
la transferrine, le récepteur de la transferrine peut internaliser jusqu'à quatre ions ferriques 
pendant un cycle d’endocytose. 
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Figure 16) Structure du récepteur de la transferrine, modifié d’après M. Vernet, 1999 108. 
L'extrémité aminoterminale est dans le cytoplasme. Le domaine extracellulaire comporte deux 
ponts disulfures unissant les deux monomères. 
 
 
b- Le mécanisme d’internalisation de la transferrine par RTf 
Le mécanisme principal impliqué dans l'internalisation cellulaire du fer médiée par la transferrine 
est l’endocytose. Il existe deux voies distinctes, la première impliquant le recyclage du complexe 
à la surface cellulaire, et le second conduit à sa dégradation lysosomale 109. Suite à la liaison de la 
transferrine chargée de deux atomes de fer à son récepteur correspondant, le complexe Tf/RTf 
active une cascade intracellulaire. L'initiation de l'endocytose commence par le bourgeonnement 
de vésicules recouvertes de clathrine sur la surface intracellulaire. La dynamine est une 
composante importante de ce processus et  est nécessaire pour terminer l'endocytose par la 
séparation des vésicules de la membrane cellulaire 110. Dans le cytoplasme, la couche de clathrine 
est rapidement éliminée par des enzymes de décapsidation dépendantes de l’adénosine 
triphosphate 111, 112.  La baisse du pH dans la vésicule sous l’action d’u e pompe ATPase à proton 
permet la dissociation des ions ferriques de la transferrine. L’endosome acidifié va être reconduit 
à la membrane plasmique pour replacer la Tf et le RTf1 à la surface cellulaire. Ce cycle est 
appelé le recyclage rapide de Tf/RTf1 dépendant de Rab5. Il existe une deuxième voie de 
recyclage plus lente qui est dépendante de Rab11. Ce dernier induit une première fusion de 
l’endosome précoce avec le compartiment péri-nucléaire des ERC 113 (Endosomal Recycling 
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Compartment). Ensuite, le RTf1 est soit recyclé à la membrane plasmique par un endosome 
Rab11 positif soit dégradé par le lysosyme 114. Environ 85-95 % des complexes suivent la voie du 
recyclage 115, 116 alors que la voie de dégradation est empruntée par nvi on 5-15% des récepteurs 
de la transferrine 116. L’endocytose médié par la clathrine et la voie du recyclage du complexe 
Tf/RTf1est un processus rapide et efficace (temps estimé est d’environ 10-20 min) 116,117. 
 
 
 
Figure 17) Endocytose médiée par le récepteur de latransferrine, modifié d’après Pippard 
MJ, 2011118. Suite à la liaison du complexe fer-transferrine au récepteur du RTf1, l'endocytose se 
déclenche et le complexe rentre dans le cytoplasme. Les ions ferriques se dissocient de la 
transferrine due à un pH abaissé à l'intérieur du compartiment endosomique. Le fe3+ est réduit en 
Fe2+ par une ferroréductase STEAP3 puis transporté par DMT1 de l’endosome vers le cytosol.  
Le RTf est majoritairement recyclé vers la surface cellulaire. 
 
Récemment, il a été démontré que STEAP3, une métallo-réductase exprimée dans des 
érythroblastes, est nécessaire pour l’internalisation optimale du RTf1 dans les cellules 
érythroïdes. Les patients avec une immunodéficience combinée caractérisée par un nombre 
normal mais avec une fonction altérée des lymphocytes T et B ont une substitution homozygote 
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p.Tyr20His dans le récepteur de la transferrine 1. Cette substitution perturbe le motif 
d'internalisation du RTf1, conduisant à une endocytose défectueuse du récepteur et une 
augmentation marquée de l'expression de RTf1 à la surf ce cellulaire. Malgré le rôle critique du 
RTf1 dans le développement et la fonction des érythrocytes, ces patients ont une anémie modérée 
et une faible augmentation au niveau de l'expression de RTf1 dans les précurseurs érythroïdes. 
Haifa H Jabara et al ont montré que STEAP3 s'associe à RTf1 et facilite l'internalisation de la 
transferrine dans des fibroblastes dérivés de ces patients, ce qui suggère que STEAP3 pourrait 
envoyer un signal auxiliaire d'endocytose pour RTf1 qui aidera à diminuer l’anémie chez ces 
patients 99. 
c- Régulation du récepteur de la transferrine1 
Au cours de la différenciation érythroïde, l’expression du RTf1 est augmentée à la surface 
cellulaire entre les étapes BFU-E et CFU-E, lorsque les cellules deviennent strictement 
dépendantes de l’EPO 119. Au niveau transcriptionnel, l’expression du RTf1 continue d'augmenter 
jusqu’aux stades basophiles tardifs et diminue au st de orthochromatique 120. L'expression de la 
protéine RTf1 est maximale au stade polychromatophile des progéniteurs érythroïdes humains 121. 
Les érythrocytes sont entièrement dépourvus du récepteur de la transferrine. La disponibilité du 
fer joue un rôle principal sur la régulation de l’expression du RTf1. Les études cellulaires révèlent 
qu'il existe une corrélation négative entre la disponibilité du fer et l'expression du récepteur de la 
transferrine. En présence d'un chélateur du fer, la desferrioxamine, l'expression du récepteur de la 
transferrine est augmentée d’environ 2 à 5 fois 122. En revanche, en présence du fer exogène, une 
diminution significative du récepteur de la transferrine est observée. Il a été montré que la 
régulation par le fer biodisponible intracellulaire fait intervenir le mécanisme IRE/IRP (Voir 
Fig.7, page 21). 
L’ARNm du RTf1 contient 5 IREs à l’extrémité 3' et est stabilisé par la liaison d’IRP1 ou IRP2 
aux IREs en condition de faible concentration en fer libre et par conséquent, le niveau 
d’expression de sa protéine est augmenté. La concentratio  cytoplasmique du fer libre disponible 
pour la régulation d’IRP reste faible tout au long de la phase terminale de la différenciation 
érythroïde maintenant une expression élevée de RTf1soit parce que le fer est chélaté en hème ou 
séquestré dans les mitochondries permettant un approvisionnement efficace en fer pour 
déclencher la synthèse d’hème 123.
L’expression du gène RTf1 est également régulée au niveau transcriptionnel par STAT5 (Signal 
Transducer and Activator of Transcription 5). Ce dernier fait partie d’une des principales voies de 
signalisation de l’EPO. Suite à la phosphorylation d’EPO-R, la molécule STAT5 est 
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phosphorylée par Jak2 et transloquée vers le noyau ù elle active plusieurs gènes impliqués dans 
la différenciation, la prolifération, l’apoptose et plusieurs autres processus cellulaires dont RTf1 
124. STAT5 régule l’expression du RTf1 à deux niveaux : premièrement, le gène RTf1 contient 
trois séquences fonctionnelles GAS qui lient STAT5 125. Deuxièmement, l'expression d’IRP2 est 
également régulée par STAT5 via des séquences de liaison à STAT5 situées dans le promoteur de 
son gène, ce qui contribue probablement à l'augmentatio  de l'expression des protéines RTf1 dans 
les érythroblastes 124. 
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II/ Porphyries 
Les porphyries sont un groupe de huit maladies métaboliques héréditaires de la voie de  
biosynthèse de l'hème. Chacune d’elle est le résultat d’une altération enzymatique spécifique de 
la chaine métabolique, ce qui conduit à une accumulation de précurseurs de l’hème 126,127 
(Fig.18). Les termes "porphyrine" et "porphyrie" sont dérivés du mot grec, porphyrus, signifiant 
«pourpre». L’urine des patients souffrants de porphyrie peut être sombre ou rougeâtre en raison 
de la présence de porphyrines oxydées, et peut s’assombrir encore après l'exposition à la lumière. 
Dans les différents types de porphyries, les précurseurs de l’hème s’accumulent initialement dans 
le foie ou la moelle osseuse, qui sont les tissus qi fabriquent le plus d’hème. Ainsi, les 
porphyries sont-elles classées : hépatiques ou érythropoïétiques, selon l’organe dans lequel  les 
précurseurs de l’hème s’accumulent (Fig.18). Les porphyries peuvent être également classées en 
fonction de leurs différentes présentations cliniques en porphyries aiguës (PA) qui se manifestent 
sous forme des crises aiguës neuro-viscérales et enporphyries cutanées avec des lésions photo-
induites bullo-érosives, ulcéronécrotiques ou photoalgiques 128 (Fig.19). 
 
 
 
Figure 18)  Biosynthèse de l’hème : enzymes, métabolites et porphyries.  
Les porphyries hépatiques sont dans un encadré vert ; les porphyries érythropoïétiques sont dans 
un encadré rouge. 
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Figure 19) Caractéristiques cliniques des porphyries. PAI: la porphyrie aiguë intermittente; 
DALAD: Déficit en acide delta-aminolévulinique déhydratase; CH: la coproporphyrie 
héréditaire; PV: la porphyrie variegata; PC: La porphyrie cutanée; PHE: La porphyrie hépato-
érythropoïétique; PEC: La porphyrie érythropoïétique congénitale; PPE: la protoporphyrie 
érythropoiétique; PPEDLX: la porphyrie dominante liée à l’X. 
 
 
 
A-Porphyries hépatiques aiguës : 
Les trois porphyries hépatiques aiguës (PHA) quantitativement importantes sont des pathologies 
mendéliennes de transmission autosomique dominante et r groupent par ordre de fréquence la 
Porphyrie Aiguë Intermittente (PAI, MIM 176000), la Porphyrie Variegata (PV, MIM 176200) et 
la Coproporphyrie Héréditaire (CH, MIM 121300). La porphyrie de Doss ou déficit en acide 
delta-aminolévulinique déhydratase (DALAD, MIM 612740) est une forme extrêmement rare de 
porphyrie hépatique aiguë avec un mode de transmission autosomique récessif. Les porphyries 
hépatiques aiguës sont caractérisées par l’accumulation de précurseurs de la voie de biosynthèse 
de l’hème due à un déficit en activité enzymatique acide delta-aminolévulinique déhydratase 
(Porphyrie de Doss), porphobilinogène déaminase (Porphyrie Aiguë Intermittente), 
protoporphyrinogène oxydase (Porphyrie Variegata) ou coproporphyrinogène oxydase 
(Coproporphyrie Héréditaire).  
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1-Symptomatologie neurologique des porphyries hépatiques aiguës (PHA) 
Les principaux signes cliniques des porphyries hépatiques aiguës sont probablement dus à une 
accumulation des précurseurs de la voie de biosynthèse de l’hème, ALA et PBG et concerne aussi 
bien le système nerveux splanchnique, périphérique que central. 
L’accumulation des précurseurs, considérés comme neurotoxiques, serait responsable des signes 
neurologique. Le signe cardinal des porphyries hépatiques aiguës est la crise neuroviscérale qui 
peut mettre en jeux le pronostic vital du patient 128. Ces attaques aiguës sont difficiles à 
diagnostiquer du fait de la faible incidence de cespathologies, de la faible spécificité des 
symptômes et d’une expressivité clinique variable entre patients et chez un même patient. Les 
crises de porphyries hépatiques aiguës sont souvent précédées de facteurs déclenchant endogènes 
et exogènes tels que la prise de médicaments porphyrinogéniques ou d’alcool, les infections, les 
régimes hypocaloriques, les modifications hormonales u cours du cycle menstruel ou pendant la 
grossesse ou le stress 129. Les crises de PHA débutent par une phase prodromique pouvant inclure 
une perte d’appétit, une asthénie et des changements d  comportement mineurs à type d'anxiété, 
d'insomnie et d'impossibilité de trouver le repos. La plupart de ces attaques débutent par des 
douleurs abdominales sévères. Nausées, vomissements et constipation sont fréquents, de même 
que tachycardie, hypersudation ou hypertension artérielle, tous symptômes d'une hyperactivité 
neurovégétative sympathique 129. L’atteinte centrale peut comporter des troubles de la 
conscience, des crises convulsives, un SIADH et des troubles psychiatriques chez 20 à 30% des 
patients, des perturbations neuro-psychiatriques, une cécité. L’atteinte périphérique sensitivo- 
motrice commence par l’apparition d’une faiblesse musculaire des releveurs des extrémités et par 
une atteinte progressive des ceintures pouvant finalement aboutir à un syndrome de guilain Barré. 
Les crises aiguës, plus fréquentes chez les femmes (80% des cas), sont exceptionnelles avant la 
puberté et plus rares après la ménopause et atteignent u  pic de fréquence chez les trentenaires. 
La plupart des patients vont présenter une ou plusieur  crises suivies d'une rémission complète 
pour le reste de leur vie; moins de 10% vont développer des crises aiguës récurrentes.  
Certaines porphyries ne présentent que des symptômes neurologiques, cela concerne la Porphyrie 
de Doss et la Porphyrie Aiguë Intermittente qui sont dues à des déficits enzymatiques situés avant 
la formation des premières porphyrines. 
2-Symptomatologie cutanée des porphyries hépatiques aiguës 
La coproporphyrie héréditaire et la porphyrie variegata sont des porphyries mixte, qui peuvent 
être associée à la fois à une accumulation de porphyrines responsable de signes cutanés ou à une 
accumulation de précurseurs responsable de signes neurologiques. Ces accumulations  de 
précurseurs seraient dues à une inhibition secondaire des enzymes initiales de la voie de 
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biosynthèse de l’hème. Des lésions cutanées peuvent être les seules manifestations cliniques de 
PV (60% des cas) et plus rarement de CH. Ces lésions cutanées sont de type bullo-érosive comme 
celles rencontrés dans la porphyrie cutanée tardive sans photosensibilité aiguë. 
3-Diagnostic 
Comme les manifestations cliniques sont dans la plupart des cas non spécifiques, les analyses 
biochimiques du métabolisme de l’hème sont indispenables pour le diagnostic d’une crise aiguë 
de porphyrie mais aussi pour déterminer le type de porphyrie hépatique aiguë. Pour le diagnostic 
de la crise aiguë, le diagnostic repose sur le dosage des précurseurs ALA et surtout PBG dans les 
urines, les selles ou le plasma. Les dosages enzymatiques, puis la caractérisation des mutations 
sur l'ADN correspondant, permettent de définir le type de porphyrie. 
4- Traitement d'une crise aiguë de porphyrie   
Les attaques aiguës sont provoquées par des éléments qui soit induisent directement ALAS1 soit 
augmentent indirectement ALAS1 par la baisse du pool d’hème libre liée à une augmentation de 
la consommation d'hème hépatique 130 et en conséquence dé-répriment ALAS1. 
Le traitement étiopathogènique vise à diminuer l’induction d’ALAS1 afin d’arrêter la 
surproduction des précurseurs. L’injection d’hémine humaine permet à restaurer rapidement le 
rétrocontrôle négatif sur ALAS1 et une disparition des symptômes en 2 à 4 jours. La perfusion 
d’hydrates de carbone permet de réprimer la transcription d’ALAS1 en réprimant le co-activateur 
transcriptionel PGC-1α par l’induction de la synthèse d’insuline. 
5-Prévention des attaques aiguës récurrentes 
La prise en charge des attaques répétées suffisamment sévères nécessitant une hospitalisation est 
difficile et requiert le plus souvent un traitement préventif au long cours par l'hémine humaine 
pour anticiper l’apparition des crises. L'administration régulière, hebdomadaire à mensuelle, 
d'une seule dose, peut permettre d'aider à contrôler la maladie 129. L’administration chronique 
d’hème peut être responsable de la disparition du système veineux superficiel et profond voire à 
une surcharge hépatique en fer. La transplantation hépatique doit être envisagée chez ces patients 
présentant les formes les plus sévères de PAI. 
B-Porphyrie cutanée tardive (PCT) 
La PCT est une porphyrie hépatique chronique qui se présente essentiellement par des signes 
cutanés (peau fragile, bulles séro-hématiques, pigmentation, hypertrichose des zones photo-
exposées). La PCT peu être acquise (sporadique ou PCTs, type I) dans 80% des cas ou héritée 
(familiale ou PCTf, type II) dans seulement 20% desca . Les patients atteints de la forme acquise 
n’ont pas de mutations du gène UROD et le déficit est limité aux seuls hépatocytes alors que les 
patients atteints de la forme familiale présentent un déficit constitutif en activité 
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uropophyrinogène décarboxylase avec une mutation du gène UROD. La PCTf est transmise selon 
une hérédité autosomique dominante avec une faible pénétrance 131. Chez ces patients, le déficit à 
50% de l’activité enzymatique est un facteur prédisposant important mais insuffisant en soi pour 
provoquer la PCT. D'autres facteurs génétiques et environnementaux tels que le virus de l'hépatite 
C, le VIH, l'abus d'alcool, et l'utilisation d'œstrogènes chez les femmes contribuent à la 
susceptibilité de la maladie dans les deux types 1 t 2 de PCT 132,133. 
C-Porphyrie hépato-érythropoïétique  
Le mode récessif de la porphyrie cutanée tardive est la porphyrie hépato-érythropoïétique. Elle 
est caractérisée par des symptômes cutanés identiqus à la PCT et par des manifestations 
hématologiques avec une anémie. 
     D-Porphyries érythropoïétiques :  
Il existe essentiellement deux types de porphyrie érythropoïétique : 
1-Porphyrie érythropoïétique congénitale (PEC) 
La PEC ou la maladie de Günther est une affection autosomique récessive rare due à un déficit  
en activité uropophyrinogène synthase III. La PEC est caractérisée par des manifestations 
cutanées, ressemblant à celles de PCT mais avec des symptômes beaucoup plus sévères et une 
anémie hémolytique parfois sévère. Le phénotype vari  en fonction de type de mutations du gène 
UROS et le niveau de porphyrines dans le plasma et les érythrocytes qui affectent plus ou moins 
sévèrement l’activité de l’enzyme. Il est essentiel d  protéger la peau contre la lumière du jour 
pour réduire la sensation de brûlure, le gonflement et les démangeaisons. Une greffe de moelle 
osseuse est un traitement efficace dont on peut en bénéficier chez quelques patients. Toutefois les 
résultats sur le long terme restent à préciser 133. 
2-Protoporphyrie érythropoïétique (PPE) 
La protoporphyrie érythropoïétique (PPE, MIM 177000) est une maladie héréditaire due à un 
déficit partiel en ferrochélatase mitochondrial, l’enzyme terminale de la voie de biosynthèse de 
l’hème. Une nouvelle forme génétique de cette  porphyrie, la protorphyrie érythropoïétique 
dominante liée à l’X (PPEDLX) cliniquement similaire à PPE a été découverte en 2008, 
impliquant une suractivité de l’enzyme ALAS2 responsable d’une surproduction d’ALA tout en 
ayant une activité FECH normale 134. 
G- Caractéristiques physiopathologiques et histopatholgiques de la PPE 
Les manifestations cliniques de PPE sont dues à l'accumulation érythrocytaire de PPIX libre en 
raison de l’activité déficiente de l’enzyme ferrochélatase (10-35% de l’activité enzymatique 
normale-(Fig.20)). L’accumulation de PPIX libre principalement dans les érythrocytes et 
secondairement dans d'autres tissus (la peau, le foie) ou des liquides biologiques (la bile, les 
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selles), conduit à une photosensibilité douloureuse et des complications hépatiques potentielles. 
La molécule protoporphyrine libre est sensible au ryonnement visible de la lumière bleue-
violette principalement à 405 nm (la bande de Soret). L'absorption de cette longueur d'onde 
augmente le contenu d’énergie de la protoporphyrine (en induisant un état triplet) et l’excès 
d'énergie est transféré à l'oxygène en produisant des espèces réactives de l’oxygène, qui peuvent 
interagir avec de nombreuses molécules biologiques telles que les protéines, les lipides, l’ADN et 
le complément responsable de l’induction d’une réaction inflammatoire chez les patients atteints 
de PPE 128, 135, 136. 
Indépendamment des réactions photosensibilisantes, la PPIX est fortement toxique car elle est 
strictement lipophile et sa voie d’élimination est uniquement hépatique. Lorsque la PPIX se lie à 
des composants biliaires, elle perturbe l'équilibre physiologique des phospholipides, des acides 
biliaires et du cholestérol dans la bile. Par conséquent, elle augmente les acides biliaires libres et 
toxiques qui sont responsables de la formation de cholangite sclérosante 137. La régénération 
désordonnée des tissus, la fibrose hépatique et la cirrhose biliaire associée à la maladie biliaire 
sont à l’origine d’une insuffisance hépatocellulaire 137, 138. 
 
 
 
 
 
Figure 20) Aperçu  de la physiopathologie de la PPE. 
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H- Caractéristiques cliniques 
1-Symptômes dermatologiques: 
La plus fréquente manifestation clinique de la PPE est  la réaction phototoxique aiguë de la peau 
exposée au soleil 139. La photosensibilité apparaît tôt dans l’enfance, mais dans de rares cas, les 
symptômes peuvent se manifester plus tardivement. La réaction phototoxique se produit quelques 
minutes après l'exposition au soleil et se manifeste par les symptômes cutanés tels que le 
picotement, le prurit et la brûlure dans la peau photo-exposée. La durée de manifestation de ces 
symptômes peut être variable en fonction de l’intensité et la durée de l'exposition au soleil et peut 
persister pendant plusieurs jours. Les épisodes de photosensibilisation répétés conduisent à 
l'apparition de lésions cutanées chroniques telles que l’épaississement lichénifome de la peau 
avec une apparence cireuse ou tannée, et des zones d’hyperkératose. Les zones touchées sont le 
plus souvent le visage et le dos des mains, car ce sont des zones habituellement exposées, mais 
les réactions de photosensibilité peuvent également apparaître sur d’autres zones exposées. Les 
lèvres montrent des rides linéaires (Fig.21). 
 
Figure 21) Les lésions chroniques, les rainurages autour des lèvres 
 
2-Complications hépatiques 
La PPIX  étant strictement lipophile n'est pas excrétée par les reins, mais est éliminée par le foie 
et excrétée dans la bile. De ce fait, des complications hépatiques peuvent apparaitre et incluent : 
la lithiase biliaire de PPIX avec de possibles épisode  obstructifs qui est la complication la plus 
fréquente, une hépatite cholestatique et cytolytique chronique qui rarement évolue vers une 
insuffisance hépatique aiguë 140 (Fig.20). La progression de l’hépatite provoque la splénomégalie 
et la séquestration splénique des érythrocytes, une hémolyse, ce qui augmente l'érythropoïèse et 
aggrave la maladie. Environ 5-20% des personnes attintes de PPE ont un certain degré du 
dysfonctionnement du foie. Les patients qui ont des mutations FECH sur les deux allèles ou une 
mutation "gain de fonction" d’ALAS2 présentent un risque plus élevé de développer des maladies 
du foie. 
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Des études ont démontré qu'une augmentation de l’excrétion urinaire de coproporphyrine, avec 
un changement d’isomère III à isomère I, et l’augmentation des niveaux de PPIX érythrocytaire 
peut précéder cette complication 139. Il est impossible de prédire pour chaque patient si une 
insuffisance hépatique aiguë apparaîtra ou non.  
3-Complications hématologiques 
L’anémie microcytaire ou un taux normal bas d’hémoglobine est présente chez 20 % à 60 % des 
patients 141,142. Le déficit en FECH chez les patients atteints de PPE, semble favoriser un état 
stable dans lequel une diminution de l'érythropoïèse serait due à une modification de 
l’homéostasie du fer avec rétention splénique. Cette réponse pourrait être médiée par 
l’intermédiaire de la PPIX 143. 
I-  Génétique de la PPE 
A de rares exceptions près, la PPE est une maladie héréditaire due à des mutations "perte de 
fonction" du gène FECH ou "gain de fonction" du gène ALAS2. 
1-Déficit en FECH 
Sur la base de dosages enzymatiques et l'analyse moléculaire des familles PPE, deux modes de 
transmission ont été démontrés à ce jour par le déficit en FECH. 
Dans plus de 90 % des  patients atteints de PPE, la transmission est décrite comme autosomique 
dominante à pénétrance incomplète.  En fait, seule la transmission du déficit en activité FECH 
présente une transmission autosomique dominante par l’an lyse des pédigrées; c'est-à-dire qu’on 
observe une transmission verticale du déficit en activité enzymatique. Par contre, quand on 
analyse la transmission du phénotype, on s’aperçoit que cette transmission répond plutôt à une 
transmission de type autosomique récessive. Cette contradiction entre la transmission du déficit 
enzymatique et la transmission du phénotype s’explique par le faite que le phénotype de PPE 
résulte de la co-ségrégation d’une mutation délétère su  un chromosome FECH, qui présente une 
mutation privée du gène FECH,  associée en trans à un allèle hypomorphe c.315-48C, qui est une 
mutation commune dans la population générale observée environ dans 6% des caucasiens. 
L’association d’un allèle hypomorphe c.315-48C avec la mutation délétère privée en trans, fait 
baisser l’activité enzymatique FECH résiduelle en-dssous d’un seuil critique d’environ 35% qui 
entraine la surproduction et l’accumulation de PPIX au niveau de la lignée érythroïde médullaire 
et donc la production des hématies contenant une quantité importante de PPIX. Il est néanmoins 
difficile de parler de la maladie à transmission autosomique récessive, car les sujets homozygotes 
pour l’allèle hypomorphe c.315-48C, ne présente aucun phénotype clinique particulier et 
présentent une tolérance au soleil normale bien qu’ils aient seulement 50% d’activité 
enzymatique FECH résiduelle au niveau lymphocytaire 144,145,146 (Fig.22). 
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Figure 22) Co-transmission d'une mutation FECH délétère en trans d’allèle hypomorphe  
c.315-48C. 
 
 
Un polymorphisme intronique commun, c.315-48T > C (SNP : rs2272783), situé dans l’intron 3 à 
proximité de jonction de l’intron3-exon4 entraine la modulation d’utilisation d’un site cryptique 
d’épissage situé en position -63 dans l’intron et est r sponsable de la faible expression de l’allèle 
hypomorphe. En présence d’un allèle C, l'utilisation d’un site cryptique accepteur 
d’épissage alternatif est favorisée par rapport au site physiologique et cela entraine la production 
d’un ARNm plus long de 63 bp et instable par l’apparition d’un codon STOP prématuré. 
L'ARNm épissé de façon anormale est ensuite dégradé p r le mécanisme de dégradation des 
ARNm non-sens (NMD), produisant un niveau faible d’ARNm FECH (Fig.23). Ce mode de 
transmission a été démontré en France 145 initialement et a été également confirmée par des 
études effectués au Japon 147, en Chine 148, en Amérique du Nord 149, en Suède 150, en Israël 151, 
en Afrique du Sud 152 et au Royaume-Uni 153. 
Plus de 120 mutations délétères, y compris des mutations non-sens, faux-sens, d’épissage, des 
délétions et des insertions, ont été identifiées dans le gène FECH chez les familles atteintes de 
PPE 154 (Human Gene Mutation Database, Cardiff). Les mutations sont caractérisées par une forte 
hétérogénéité allélique. 
Les mutations somatiques acquises du gène FECH ont été identifiées chez un petit nombre de 
patients pour lesquels la PPE a été développé après l'âge de 40 ans en association avec une 
myélodysplasie ou d'un trouble myélo-prolifératif 155,156.  
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Figure 23) Représentation schématique de l’épissage dans  l'exon3-exon4 du  gène  FECH. 
Le polymorphisme intronique c.315-48T/C est situé dans l’intron 3, à proximité de jonction de 
l’intron3-exon4, et entraine la modulation d’utilisation de site cryptique d’épissage situé en 
position -63. En présence d’allèle c.315-48C, l'utilisation du site cryptique accepteur 
d’épissage alternatif est favorisée par rapport du site physiologique et cela entraine la production 
d’un ARNm plus long de 63bp et instable par l’apparition d’un codon STOP prématuré. L'ARNm 
épissé de façon anormale est ensuite dégradé par lemécanisme de dégradation NMD. 
 
J- Épidémiologie de la PPE 
La protoporphyrie érythropoïétique est considérée comme la forme la plus commune de 
porphyrie chez les enfants 157. Elle est présente dans le monde entier, avec une prévalence pour 
l’Europe entre 1: 75.000 (Les Pays-Bas) et 1: 200.000 (Les Pays de Galles) 158. Il a été démontré 
que la prévalence de la PPE dans une population est fortement influencée par la fréquence de 
l’allèle hypomorphe c.315-48C 159. La fréquence de l’allèle hypomorphe dans le monde est 
variable : 7% (France), 8 % (Suède), 7% (Suisse), 6,5% (Royaume-Uni), 5% (Espagne) et  1% 
(Italie), 45% (Japon) et cela nous permet probablement d’expliquer les variations de l'incidence et 
la prévalence de la PPE dans ces pays 160,161.  
La différence de la fréquence des allèles mutants délétères du gène FECH pourrait également 
moduler la prévalence de la PPE dans certaines conditions, comme en cas d’effet fondateur avec  
dérive génétique, comme cela a été rapporté en Suisse ou au Royaume-Uni. Ainsi, la prévalence 
de la PPE pourrait être augmentée localement 162,163. 
K-  Diagnostic de la PPE 
Le diagnostic est basé sur la mise en évidence d’un taux élevé de PPIX libre dans les érythrocytes 
et les fèces 129. La mesure de la fluorescence des porphyrines dansle plasma montre un pic 
spécifique à 634 nm chez les patients symptomatiques, p rmettant le dosage spécifique des 
porphyrines. La mesure de PPIX libre érythrocytaire est le test biochimique le plus sensible et 
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spécifique pour le diagnostic de la PPE. L’activité enzymatique de FECH,  mesurée dans les 
cellules nucléées, est réduite de 10 à 35 % de la valeur normale chez les patients symptomatiques 
et d’environ 50% chez les porteurs asymptomatiques 145. Les études moléculaires pour trouver les 
mutations délétères et le polymorphisme c.315-48C/T dans le gène FECH confirment le 
diagnostic et permettent de réaliser l' nquête familiale 159. 
L-  Traitement de la PPE 
A ce jour, Il n’existe pas un traitement étiopathogénique corrigeant la surproduction de PPIX 
chez les PPE. 
1- Mesures préventives de la photosensibilité 
La protection contre les rayons du soleil, y compris la lumière ultraviolette à ondes longues est la 
principale mesure thérapeutique de la PPE. 
• La protection contre le soleil en utilisant des vêtements de protection à manches longues, 
des gants et des chapeaux à larges bords 164. 
• Les crèmes solaires contenant un agent réfléchissant ont souvent efficaces, mais ne sont 
pas acceptables pour tous d’un point de vue esthétique. Certaines crèmes de bronzage qui 
favorisent la pigmentation de la peau peuvent être util s 165. 
• Le β-carotène peut améliorer la tolérance au soleil si la dose est ajustée pour maintenir les 
niveaux de carotène sérique dans l'intervalle de 10-15 µmol/L (600-800 µg/dl), 
provoquant une légère coloration orange de la peau en raison de caroténémie. Le β-
carotène a une action antioxydant. Il est généralement utilisé, par voie orale, six à huit 
semaines avant l'été pour réduire la photosensibilité, cependant son efficacité reste limitée 
166.  
• La photothérapie par UVB/NBUVB peut être utilisée pour induire le bronzage et 
améliorer la tolérance à la lumière du soleil 167. 
• L’afamelanotide, une hormone analogue de l’α MSH (alpha melanocyte stimulating 
hormone), induit la formation épidermique de la mélanine et a récemment obtenue 
une labellisation par l’EMA 168. Ce médicament contenant 16 mg d’afamelanotide est 
administré de manière sous-cutanée en tant qu’un implant  biodégradable à libération 
prolongée 169. 
• Les vitres protectives teintées (les filtres jaunes bloquant le rayonnement au-dessous de 
460 nm) pour les voitures et les fenêtres afin d’empêcher l'exposition à la lumière. 
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• Les patients atteints de PPE peuvent présenter des éactions de photosensibilité pendant 
les interventions chirurgicales, principalement pendant la transplantation hépatique. Dans 
ces cas, l'utilisation des filtres jaunes est la meilleure protection 170. 
D'autres approches thérapeutiques comprennent l'administration de la vitamine C 171 et la cystéine 
(500 mg/deux fois par jour) par voie orale 172. Les antihistaminiques peuvent également être 
utilisés car ils peuvent limiter la réaction phototxique 173. 
2- Gestion des complications hépatiques 
En ce qui concerne la réduction de l'excès de PPIX chez les patients atteints de PPE, deux 
approches peuvent être envisagées : 
i- La réduction de l’érythropoïèse qui peut être réalis e par les transfusions multiples 174,175. Le 
fait que l’hématine (hème oxydé) puisse faire régresser temporairement l’érythropoïèse en 
modifiant l'activité de la première enzyme limitant de la voie de synthèse de l’hème, ALAS2, n’a 
pas été clairement démontré 176. Cependant, cette approche ne peut pas être considérée comme un 
traitement à long terme de la maladie en raison des complications liées à une surcharge martiale 
qui outre la toxicité du fer pourrait aussi être un élément inducteur d’ALAS2 177. 
ii- L’augmentation de l’excrétion de PPIX est médiée par le cholestyramine 178 et d’autres 
absorbants de PPIX tel que le charbon activé 179, 180 qui entraine l’interruption de la circulation 
entéro-hépatique de la protoporphyrine et son excrétion fécale. 
Une fois que l'insuffisance hépatique est avancée, la transplantation est généralement le seul 
traitement susceptible d'assurer la survie 180,181,182,183,184. La transplantation hépatique ne réduit 
pas la surproduction érythroïde de PPIX, par conséquent  les patients atteints de PPE continuent à 
présenter des symptômes cutanés typiques avec un risque élevé de récidive de la maladie du foie. 
Cela suggère que la co-transplantation du foie et la moelle osseuse ou la greffe préventive de la 
moelle osseuse après la réversion de la maladie du foie doivent être envisagés pour prévenir la 
rechute de la maladie du foie 185. 
Enfin, il est important de noter, d’un point de vue physiopathologique, qu'aucune de ces 
méthodes ne modifient durablement la surproduction et l'accumulation de PPIX et donc ne 
réduisent pas les risques liées aux complications hépatiques.  
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3- la porphyrie dominante liée à l’X (PPEDLX) 
La protoporphyrie érythropoïètique dominante liée à l’X (PPEDLX, MIM 300752) est une 
porphyrie liée à des mutations gain de fonction du gène ALAS2. La présentation clinique de 
PPEDLX est très similaire à celle de la PPE 127. Le gain de fonction d’ALAS2 conduit à 
l’accumulation de PPIX avec d'énormes quantités de PPIX dans les érythrocytes, dont environ 40 
% est constituée de zinc-protoporphyrine (Fig.24). Les études d’expression chez les procaryotes 
révèlent que la région C-terminale d’ALAS2 semble aff cter l'activité enzymatique. Le retrait de 
région C-terminal par des mutations, conduit à un gai de fonction alors que tous les autres types 
de mutations décrites précédemment du gène ALAS2 diminuent son activité et provoquent une 
anémie sidéroblastique héréditaire. Les traitements relatifs à la PPEDLX sont similaires à ceux 
qui concernent la PPE. 
 
Figure 24) Flux de la biosynthèse de l'hème dans les deux formes de PPE. Colonne gauche : 
PPE due à une activité déficitaire en FECH. Colonne droite, PPDLX (ou XLDPP) due à une 
suractivité de l'ALAS2. Dans les deux cas, une accumulation de PPIX est observée. Dans le cas 
de la PPELDX, une surproduction de zinc-protoporphyine (Zn PPIX) est également présente. 
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III/ Thérapie génique de la maladie PPE 
A ce jour, il n’existe aucun traitement simple et sûr qui permette de réduire le taux de PPIX seul 
gage d’un effet sur la photosensibilité et le risque hépatique.  
Puisque la PPIX provient principalement des cellules érythroïdes, la greffe de moelle osseuse 
peut être un traitement étiopathogénique efficace. C pendant, sa mise en œuvre et ses 
complications la rende inadaptée à cette affection en dehors des rares cas où une transplantation 
hépatique est nécessaire pour éviter le risque élevé d  récidive sur le greffon hépatique. Une 
greffe autologue de la moelle osseuse génétiquement corrigée serait une alternative intéressante 
en l'absence d'un donneur compatible. 
1- Thérapie génique intégrative 
Dans une étude effectué par  Pawliuk et al en 1999 186,  la faisabilité d’un traitement à long terme 
de la photosensibilité a été démontré dans un model murins PPE (BALB/C-Fechm1Pas).  
Les souris BALB/C-Fechm1Pas, homozygotes pour une mutation faux-sens du gène FECH,  sont 
caractérisées par un déficit profond en activité de l’enzyme ferrochélatase (moins de 6% de souris 
normales). Ces souris ont des taux élevés de PPIX dans les érythrocytes, le plasma, le foie et les 
selles et présentent toutes les caractéristiques cliniques observées chez les patients PPE humains, 
y compris la photosensibilité, l'anémie hémolytique, la cholestase et la dysfonction hépatique 
sévère 187,188. Contrairement aux patients humains, toutes les souris BALB/C-Fechm1Pas 
développent des lésions hépatiques irréversibles 187. 
Pawliuk et al ont greffé les souris PPE par des cellules souches hématopoïétiques transduites  
auparavant par des vecteurs rétroviraux codant pourl'ADNc FECH WT et ce qui a permis de 
corriger le déficit en FECH et normaliser la production de PPIX et finalement la photosensibilité 
pendant au moins 7 mois après la greffe dans toutes les souris greffées 186. 
D’autres chercheurs ont également confirmé les résultat  de Pawliuk en démontrant une 
correction complète ou partielle de la photosensibilité chez les souris PPE avec ou sans la 
présélection de cellules transduites 189,190. La présélection s’appuie sur la mesure de la 
fluorescence par cytomètrie en flux, suite à l’administration d’ALA exogène, un précurseur de 
l’hème, qui induit une augmentation de PPIX dans les c llules déficitaires en FECH 189. Richard 
et al ont développé un vecteur lentiviral auto-inactiv nt contenant de l'ADNc FECH humain qui 
permet de réaliser la greffe sans utiliser la stratégie de présélection ou des marqueurs de 
transduction 190. 
Dans toutes ces études, la greffe de cellules souches hématopoïétiques WT ou génétiquement 
corrigée de PPE a abouti à une normalisation des taux sanguins de PPIX conduisant à un 
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traitement à long terme du phénotype photosensible. Par contre, l’amélioration du phénotype 
hépatique nécessite une greffe très précoce avant l’insta lation des lésions hépatiques 191.
Une question non résolue est la place des différents tissus dans la production de PPIX. Un seul 
article a étudié la contribution de la PPIX hépatique et érythrocytaire à la pathophysiologie de la 
PPE. Suite à la transplantation de la moelle osseuse de souris malade BALB/C-Fechm1Pas à des 
souris normales, Pawliuk et al 192 ont observé que le niveau de PPIX érythrocytaire et plasmatique 
est fortement augmenté. La quantification des enzymes hépatiques du sérum et de la bilirubine 
ainsi que l'examen histopathologique de sections de foie de souris jusqu'à 16 mois après la greffe 
de moelle de souris PPE n'ont montré aucune preuve de lésions hépatiques. Ces résultats 
suggèrent étonnamment que l'activité normale ferrochélatase dans les cellules hépatiques et 
dermiques des souris WT est suffisante pour prévenir l’atteinte hépatique et une photosensibilité 
cutanée importante 192. Ces résultats sont néanmoins en contradiction avec l’observation que la 
greffe d’un foie à un patient PPE se complique dans 60% des cas d’une récidive de la maladie 
hépatique en moins de 10 ans. 
Afin de démontrer de façon concluante que les taux normaux d'enzyme ferrochélatase produits 
dans la peau pourraient fournir un effet photoprotecteur significatif en dépit des niveaux élevés de 
PPIX érythrocytaire, Pawliuk et al ont effectué des greffes cutanées entre des souris BALB/C 
normales et des souris PPE. Un mois après les transplantations de peau saine chez des souris PPE 
ou de peau de souris PPE chez une souris saine, ils ont exposés les deux souris à une lumière 
calibrée pendant 20 mn. Les auteurs ont observé qu’en dépit d'une élévation massive de la PPIX 
érythrocytaire, la souris PPE transplantée par un greffon de peau saine a montré une absence de 
photosensibilité du greffon cutané. La souris BALB/C transplantée par un greffon de peau PPE 
n’a présenté aucun signe de la photosensibilité. Ces données valident l'hypothèse selon laquelle la 
principale source de PPIX toxique provient des érythrocytes  (Fig.25) 192. 
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Figure 25) Le niveau normal de FECH exprimé dans la peau protègerait la souris contre la 
photosensibilité, modifié d’après Pawliuk et al, 205 192. Un mois après les greffes cutanées, 
les dos des souris ont été rasés, épilées et exposées 20 min à une lumière calibrée. Les zones du 
greffon cutané sont encerclées. La souris PPE recevant la greffe de peau de souris BALB/C a 
présenté des brûlures sur une grande zone du dos alors que dans la zone de la greffe de peau 
normale on observe l’absence de brûlures.  
 
2- Thérapie génique non intégrative 
Les analyses génétiques révèlent chez prêt de 95% des patients PPE, la présence d'un allèle 
hypomorphe commun en trans d’une mutation FECH délétère 159. Les patients ayant seulement 
un allèle FECH délétère sont asymptomatiques. Cette observation suggère que la correction de 
l'allèle hypomorphe commun responsable de l’épissage berrant devrait être suffisante pour 
restaurer le phénotype normal chez plus de 90% des malades PPE. 
La thérapie génique intégrative est une approche prometteuse mais le risque de leucémogénèse 
insertionnelle souligne la nécessité d’un système plus sûr, en particulier pour une pathologie 
saisonnière et non létale telle que la PPE. 
Plusieurs avantages à cette approche de thérapie génique non intégrative émergent :  
1- Le traitement peut n’être administré que de façon préventive et saisonnière  
2- Le traitement peut être arrêté en cas d’effet adverse  
3- Le globule rouge corrigé a une durée de vie de 120 jours prolongeant ainsi l’effet du 
traitement 
4- La régulation physiologique de l’expression du gène FECH est conservée 
Dans l’objectif de développer un traitement non intégratif pour la maladie PPE, Oustric et al 193 
ont identifié un oligonucléotide antisens (ASO-V1) qui redirige l'épissage cryptique de l’intron 3 
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du gène FECH vers le site accepteur physiologique et augmente la production d’ARN FECH WT 
(Fig.26 et Fig.27).  
 
Figure 26) Emplacement de l’oligonucléotide antisens corrigeant l’anomalie d’épissage du 
gène FECH, modifié d’après Oustric et al, 2013 193. ASO-V1 cible le point de branchement de 
site cryptique (-97 à 116), le site accepteur d'épissage cryptique (-54 à 74) et le locus c.315-48 (-
45 à 63). Les flèches horizontales représentent les positions des amorces de PCR utilisées pour 
l'analyse d'épissage. Le point de branchement théorique du site cryptique :  
 
 
 
Figure 27) Effet d’ASO-V1 transfecté par le lipofectamine 2000 dans des lignées 
lymphoblastoïdes issues de patients PPE, modifié d’après Oustric et al, 2013 193.  
A : RT-PCR exon3-exon4 du gène FECH après la transfection des lignées lymphoblastoïdes 
(LBCL) de malades PPE avec ASO-V1. Les cellules traitées à l'émétine (un bloqueur de la 
traduction) à 30 µM finale 3 H après la transfection sont indiquées + et celles n'ayant pas reçues 
d'émétine sont indiquées- en dessous de chaque colonne. Les ARNs sont extraits 24 H après. Les 
produits de RT-PCR sont analysés avec un gel d'agarose 3 % (p/v) et leur taille indiquée à droite. 
B : qPCR relative du gène FECH faite sur les ARNs extraits 24 H après la transfection des 
LBCLs avec ASO-V1, sans émétine dans le milieu. Colonne ASO-V1 : transfectées avec V1. 
Colonne « Non Traité » : cellules non transfectées.  
 
 
Ils ont en outre montré que l’utilisation de l’ASO-V1 de type morpholino, avec une 
administration régulière et une concentration finale de 45µM, dans des cultures primaires de 
cellules CD34+ de malades PPE permettait de réduire la quantité de protoporphyrine produite 
chez deux malades PPE de 44%  et 58%, à un niveau comparable à ce qui est obtenu chez un 
porteur asymptomatique 193 (Fig.28). Cela suggère que c tte approche pourrait être thérapeutique 
in vivo. 
tttaaaggcttaatcttgttaggctctctaaaattttgctttttttcttttttattgagtagAAAACATTTCTCAGGCTGCTA
A 
Exon 3 Exon 4 3' 5
c.315-48T>C -63 bp  
- 63 - 45 
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Figure 28)  Preuve de concept dans des progéniteurs érythroïdes de patients PPE modifié 
d’après Oustric et al, 2013 193. Cellules CD34+ périphériques transfectées par un ASO de type 
morpholino-V1 ou -Mock à J7 de la différenciation érythroïde. A et B: Patients PPE 
symptomatiques, génotype: M/ c.315-48C. C: Sujet con rôle ; D: Patient porteur asymptomatique, 
génotype: M/c.315-48C T. 
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IV/Thérapie génique utilisant des oligonucléotides antisens 
Plusieurs approches thérapeutiques à base d’oligonucléotides antisens sont apparues au cours 
de ces dernières années, visant à altérer l'expression d’un gène ou à modifier l’épissage par 
différents moyens. Les oligonucléotides antisens sont des acides nucléiques modifiés, courts 
et synthétiques qui se lient à l'ARN via l'appariement de bases de Watson-Crick et modifient 
sa fonction. En fonction de la chimie et de la séquence, la liaison de l’oligonucléotide antisens 
peut entraîner  une extinction génique post-transcriptionnelle ou la modulation du 
métabolisme de l'ARN (Fig.29). L’extinction génique se produit soit par le biais des 
mécanismes de dégradation, où l'ARN cible est éliminé par des nucléases endogènes, soit par 
des mécanismes non-dégradatifs où la liaison de l’oligonucléotide antisens inhibe la coiffe, 
l’épissage et la polyadénylation par encombrement stérique 194. 
 
Figure 29) Mécanismes antisens, modifié d’après  Southwell AL et al, 2012 195. 
Les oligonucléotides antisens peuvent interagir avec d s transcrits d'ARN comprenant à la 
fois un pré-ARNm dans le noyau et l'ARNm mature dans le cytoplasme. Ils peuvent cibler les 
séquences exoniques, introniques et les sites de larégion non traduite (UTR, Untranslated 
Region). En fonction de la chimie et de la conception de l'oligonucléotide antisens, différents 
événements post-liaison peuvent être lancés, y compris la modulation de la maturation de 
l'ARNm (la coiffe, l’épissage et la polyadénylation), la dégradation médiée par RNase H et 
l’inhibition stérique de la traduction. 
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Les méthodes basées sur l’oligonucléotide antisens o t hautement spécifiques et peuvent être 
utilisés pour cibler un gène unique ou un groupe de gènes. Ces méthodes incluent les 
oligonucléotides antisens classiques (ASO, Anti-Sense Oligonucleotide), les oligonucléotides 
modifiant l’épissage (SSO, Splice Switching Oligonucleotide), les petits ARN 
interférents (siRNA, Small interfering RNAs), les microRNAs (miRNAs) et les anti-miRNAs 
(antimiRs) 196. 
6- Oligonucléotides modifiant l’épissage, SSOs 
Les oligonucléotides (ONs) dirigés vers le site d’épissage ou ses éléments régulateurs peuvent 
masquer des événements d'épissage normaux ou aberrants conduisant soit à l'exclusion ou à 
l’inclusion d’un exon.  
Les sites d'épissage cryptiques, générées par des mutations qui conduisent à un épissage 
aberrant, peuvent être également ciblés par les SSOs complémentaire du site d'épissage 
indésirable. Ils couvrent le site accepteur cryptique et réorientent l’épissage vers le site 
accepteur physiologique 197, 198 (fig.30). 
Depuis la première preuve de principe par la restaura ion de l'épissage d’un pré-ARNm 
betaglobin muté, responsable de l’apparition de la bêta-thalassémie, via des oligonucleotides 
antisens 199, les ONs synthétiques sont devenus des outils intéressants pour moduler l'épissage 
dans un certain nombre de maladies telles que la Dystrophie Musculaire de Duchenne (DMD) 
200, l’Amyotrophie Spinale 201, la Sclérose Latérale Amyotrophique 202, la maladie de 
Huntington 203, la maladie de Parkinson 204, l’Hypercholestérolémie familiale 205 et 
l’Agammaglobulinémie liée au sexe 206. 
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Figure 30) Mécanismes de modulation de l'expression génique induite par 
l'oligonucléotide, modifié d’après Kole R et al, 2012 207.  
ESE: Exonic Splicing Enhancer; ESS: Exonic Splicing Silencer. a) Un Oligonucléotide 
chimiquement modifié ciblé contre un site d'épissage ou une séquence ESE de l’exon d’un 
pré-ARNm empêche l'assemblage approprié du spliceosome sur l'exon et redirige l'épissage 
vers une autre voie en faisant sauter l'exon ciblé. b) Certains exons sont mal épissés, car ils 
contiennent des éléments ESS. Un SSO conçu pour bloquer un ESS interfère avec le rôle de 
cet élément dans l'épissage et favorise l'inclusion d'exon. c) Une mutation dans l’intron peut 
créer et/ou activer des sites d'épissage aberrants conduisant à l'inclusion d'un fragment 
intronique dans l'ARNm épissé et en créant un pseudo xon. Un SSO ciblé contre les éléments 
d'épissage aberrants restaure l'épissage correct et permet la traduction d’une protéine 
fonctionnelle. 
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7- Limitation à l’utilisation des oligonucléotides antisens 
 
La distribution systémique d’une molécule thérapeutique implique une série d'étapes incluant 
la circulation sanguine, l'extravasation, et l'absorpti n dans les cellules cibles dont chacune a 
son propre ensemble de contraintes 208. De plus, le site d’action pour les différentes molécules 
d'acide nucléique réside dans des différents compartiments intracellulaires. Par conséquent, 
les molécules d'acide nucléique nues ont une biodisp n bilité très limitée 209, 210 et pour 
répondre à ce problème, différentes méthodes de distribution ont été développées. Les 
objectifs principaux de ces méthodes sont d’améliorer l’efficacité et la spécificité de l'entrée 
et l’accumulation de la molécule thérapeutique dans les cellules cibles, et de diminuer les 
effets secondaires indésirables liés à son action dans les tissus 208. 
8- Vectorisation d’oligonucléotides antisens 
Un vecteur est un véhicule qui permet le transport et l’internalisation de l’acide nucléique 
dans les cellules cibles. Un vecteur idéal devrait être très spécifique, capable de transférer 
efficacement la molécule thérapeutique tout en les protégeant contre les nucléases du sérum, 
sans être reconnu par le système réticulo-endothélial (RES) (Fig.31). Le système RES 
reconnait les protéines plasmatiques liées aux nanoparticules en circulation et provoque leur 
captation par les RES tels que le foie, la rate et la moelle osseuse. En outre, un vecteur idéal 
devrait favoriser la diminution de l'excrétion rénale de la molécule thérapeutique. L'activation 
du système immunitaire innée médiée en particulière par les récepteurs TLRs (Toll-like 
Receptors) représente un effet secondaire indésirable important en raison des toxicités 
associées à la sécrétion excessive des cytokines et l’apparition des syndromes inflammatoires 
après l’administration systémique des vecteurs thérapeutiques 211. Par conséquent, une fois 
introduit chez le patient, le vecteur idéal ne devrait pas induire une réaction allergique ou 
inflammatoire 212, 213, 214. De plus, les vecteurs doivent extravaser de la circulation sanguine 
pour atteindre les tissus cibles et entrainer l’inter alisation cellulaire de la molécule 
thérapeutique tout en favorisant son échappement endosomal (Fig.31). 
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Figure 31) Les barrières membranaires limitant la distribution des acides nucléiques 
aux compartiments subcellulaires, modifié d’après Hao Yin et al, 2014 215. 
Divers vecteurs peuvent être utilisés pour transférer les acides nucléiques. Ces vecteurs ne 
devraient pas être reconnus par les endonucléases du sérum et devrait échapper du système 
immunitaire. Ils doivent également éviter la clairance rénale et prévenir les interactions non 
spécifiques. De plus, ces vecteurs doivent extravaser de la circulation sanguine pour atteindre 
les tissus cibles. L’internalisation cellulaire et l’échappement endosomal sont également des 
facteurs majeurs qui affectent l’efficacité de vecteur. 
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A l’heure actuelle,  les vecteurs utilisés en thérapie génique sont classés en deux catégories 
principales : Viraux et Non Viraux. 
Les Virus peuvent être efficaces pour la distribution de matériel génétique aux cellules, car 
l'évolution les a optimisés dans ce but depuis des millions d'années. Récemment, en raison des 
progrès au niveau de la conception et la sûreté des vecteurs viraux, les approches virales de la 
thérapie génique ont largement été utilisées dans les essais cliniques pour de nombreuses 
maladies génétiques 196. Cependant,  en fonction du type de virus, ils conservent toujours une 
partie de leurs faiblesses inhérentes y compris l’immunogénicité potentielle, la 
tumorogènicité, leur capacité limitée pour le transport de gène et leur production complexe. 
D’autre part, les vecteurs viraux ne sont pas applicab es à toutes les molécules à base d'acide 
nucléique car ils ne sont peu compatibles par exemple avec la distribution des courts 
oligonucléotides synthétiques. Par conséquent, dans le contexte d’une distribution efficace des 
oligonucléotides, l'accent a toujours été mis sur le développement des méthodes alternatives 
aux virus, les vecteurs non viraux 196. 
La stratégie de transfert du gène par les v cteurs Non Viraux comprend des méthodes 
physiques et chimiques (Fig.32). Les vecteurs chimiques sont plus fréquents que les méthodes 
physiques et sont basés sur de nombreuses classes de composés incluant les divers lipides 
cationiques, des polymères et des peptides 216, 217,196. Parmi eux, de petits peptides appelés les 
CPPs (Cell-Penetrating Peptides) suscitent un intérêt considérable. 
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Figure 32) Différents systèmes pour le transfert de gènes, modifié d’après Nayerossadat 
N et al, 2012 218.  Les vecteurs chimique non-viraux sont en général des complexes à base de 
l’ADN/lipide cationique (lipoplexes), l’ADN/polymère cationique (polyplexes) ou  
l'ADN/polymère cationique/lipide cationique (lipopolyplexes). 
 
1- Cell Penetrating Peptides (CPPs) 
Les CPPs connus aussi sous les noms de PTDs (Protein Transduction Domain),  sont de 
courtes séquences peptidiques possédant jusqu'à 30 acides aminés qui ont la capacité de 
traverser efficacement la membrane plasmique et d’introduire leurs cargos (les molécules 
thérapeutiques) dans les cellules d'une façon non toxique 219. Notamment, ils ont démontrés 
un excellent potentiel pour la distribution des acides nucléiques allant des courts 
oligonucléotides naturels ou synthétiques a base d'ARN ou ADN jusqu’aux grandes 
molécules plasmidiques, à la fois in vitro et in vivo 196, 220. 
A- Origine des CPPs 
Les premières indications que certaines protéines sont capables de traverser la membrane 
cellulaire ont d'abord été observées il y a environ 30 ans, lorsque TAT, la protéine trans-
activatrice de la transcription, codée par le virus de l’immunodéficience humain de type 1 
(HIV-1), a démontré la capacité de pénétrer dans les c llules, et même dans le noyau 
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cellulaire 221, 222. L'homéodomaine de la protéine Antennapedia de la mouche du vinaigre, 
Antp 223, et une protéine dérivée du virus de l'herpès, VP22 224, ont été montrés avoir les 
mêmes propriétés. Ces découvertes ont été suivies par l'identification des séquences 
minimums nécessaires pour la translocation de la protéine 225, 226 et ont abouti à la 
caractérisation d'un large éventail de CPPs naturels et synthétiques. 
B- Classification des CPPs 
Il y a une grande variété de CPP en termes de composition d'acides aminés et les degrés de 
polarité. Bien que la plupart de CPPs sont chargés positivement avec une charge moyenne de 
+5 227, la capacité de traverser la membrane a également été mis en évidence pour les peptides 
anioniques 228. Les CPPs peuvent être divisés essentiellement en trois classes selon leurs 
propriétés physico-chimiques : cationiques, amphipat ques et hydrophobes 229. 
iv- CPPs cationiques 
Les CPPs cationiques contiennent des clusters de résidus chargés positivement, 
principalement l’arginine et la lysine, qui sont ess ntiels pour leur absorption cellulaire 229. 
Leur structure secondaire n'a pas un impact direct sur leur absorption cellulaire 230.  
Ces peptides interagissent peu avec les lipides membranaires mais interagissent 
essentiellement avec les composants anioniques de la membrane cellulaire tels que les 
glycosaminoglycanes (GAGs) 231, 232. Les GAGs sont exprimés de façon ubiquitaire sur les 
surfaces des cellules et sont impliquées dans la signalisation, la régulation et la liaison 
cellulaire. 
Des études effectuées sur les différentes longueurs de poly-arginines ont démontré que le 
nombre minimal de résidus d’arginine nécessaire pour favoriser l’internalisation cellulaire est 
de 8. Augmenter le nombre de résidus d'arginine améliore l'internalisation cellulaire mais 
augmente également la toxicité. Les poly-arginines les plus souvent étudiés sont R8 et R9. 
L’efficacité de pénétration cellulaire des Poly-arginines est supérieure à celles des poly-
lysines 233. 
 
Tableau 2) Exemples des peptides cationiques, modifié d’après Maliha Zahid, 2015 234 
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v- CPPs amphipathiques 
Les CPPs amphipathiques se composent de parties hydrop iles et hydrophobes, peuvent être 
subdivisés en peptides amphipathiques primaires et econdaires 229. La plupart des CPPs 
amphipathiques sont cationiques, contenant des acides aminés chargés positivement (lysine 
et/ou arginine), et de nombreux résidus hydrophobes tels que la leucine, l'alanine, la valine, 
etc. Cependant, dans certains cas, la substitution des acides aminés cationiques avec d'autres 
résidus polaires conserve la capacité de transduction ellulaire du peptide si l’amphipathicité 
est conservée 235. 
 
 
Tableau 3) Exemples des peptides amphipathiques, modifié d’après Julia Durzynska et 
al, 2015 236. WSQ est un domaine "Spacer" qui sépare les motifs hydrophiles et hydrophobes. 
 
 
• CPPs amphipathiques primaires 
Les CPPs amphipathiques primaires contiennent des domaines séquentiels cationiques et 
hydrophobes dans le cadre de leur structure primaire. Ces peptides sont généralement 
constitués de plus de 20 résidus d'acides aminés avec seulement quelques résidus basiques. 
Les CPPs amphipathiques primaires se lient fortement aux lipides neutres et anioniques de la 
membrane, ce qui suggère que les interactions hydrophobes dominent dans leurs interactions 
membranaires 237.  
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• CPPs amphipathiques secondaires 
Les propriétés de CPPs amphipathiques secondaires lors de leur interaction avec la membrane 
cellulaire résultent d’un état conformationnel permttant la présentation de résidus 
hydrophobes et hydrophiles sur les faces opposés de la molécule et la création  des structures 
secondaires en hélice α ou des feuillets β 238. En raison des interactions électrostatiques, les 
CPPs amphipathiques secondaires ont une plus grande affinité pour les membranes anioniques 
que les membranes électriquement neutres237. Certains CPPs amphipathiques peuvent être 
considérés à la fois primaires et secondaires, comme par exemple Transportan 10 (TP10, 
AGYLLGKINLKALAALAKKIL), qui contient des blocs hydrophobes et hydrophiles dans sa 
séquence, mais forme également une structure amphipathiques en hélice α 239. 
vi- CPPs hydrophobes 
Les CPPs hydrophobes ont une charge nette faible et contiennent uniquement des résidus non 
polaires ou des motifs hydrophobes qui sont cruciaux pour leur internalisation. Certains CPPs 
hydrophobes peuvent directement se déplacer à travers des lipides de la membrane,  ce qui 
pourrait être avantageux car le risque du piégeage d ns les vésicules endosomales pourrait 
être diminué 240. 
 
 
Tableau 4) Exemples des peptides hydrophobes, Modifié d’après Guo Z et al, 2016 241. 
 
C- Stratégies de vectorisation des acides nucléiques par les CPPs 
L'acide nucléique peut être conjugué au CPP de manière covalente ou non-covalente. 
iii-  Conjugaisons covalentes 
La première méthode de vectorisation  des oligonucléotides par les CPPs implique la synthèse 
chimique des peptides modifiés capables d’établir des conjugaisons covalentes avec des 
oligonucléotides (Fig.33). Il existe de nombreuses tratégies de conjugaison covalente y 
compris le thioéther, le thiol-maléimide et la formation d'ester 242. Un avantage important de 
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l'approche de conjugaison covalente est qu'il donne une molécule CPP-acide nucléique avec 
une structure définie et stœchiométrie 244. Cependant, cette approche est, en principe, limitée à 
la vectorisation des oligonucléotides neutres en particulière les PNAs (Peptide Nucleic Acid) 
et les PMOs (Phosporodiamidate Morpholino). Bien que les CPPs conjugués aux 
oligonucléotides chargés ont été, et sont encore, rapportés dans la littérature, mais il est très 
compliqué de purifier ces conjugués et même lorsqu'il  sont purifiés, ils sont susceptibles de 
former des complexes en raison des interactions entre les oligonucléotides anioniques et les 
CPPs cationiques. 
 
Figure 33) Exemple d’une conjugaison covalente de type thiol-maléimide entre le 
vecteur peptidique et l’oligonucléotide  
  
L'acide nucléique doit être libéré une fois internalisé, afin d'obtenir son effet biologique 
souhaité. Pour atteindre cet objectif, en cas d’utilisa on de conjugués covalents CPP/acide 
nucléique, des ponts biodégradables doivent être utilisés. L'une des stratégies les plus 
couramment utilisés est la conjugaison par l'intermédiaire d'un pont disulfure 244,245, car il 
reste suffisamment stable dans le milieu extracellulaire et est clivé une fois atteint les 
compartiments intracellulaires réducteurs, en particulier le cytosol 244. 
L’approche covalente est plus chère et plus laborieuse par rapport à la préparation des 
complexes de manière non-covalente, où l’acide nucléique est associé au CPP par une simple 
co-incubation. 
 
 
Tableau 5) Exemples de CPPs conjugués directement aux oligonucléotides et leurs 
applications, Taavi Letho 2016 196. 
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iv- conjugaisons non-covalentes 
La deuxième méthode de transfert des oligonucléotides médié par les peptides exploite les 
propriétés complexantes des CPPs et leur dérivés (Fig.34). La stratégie de conjugaison non-
covalente peut être utilisée pratiquement pour toutes les molécules chargées négativement  
tels que les ASOs, les siRNAs et les ADN plasmidiques. Trois types d'interactions se 
produisent principalement entre les CPPs chargés positivement et les oligonucléotides chargés 
négativement- des liaisons électrostatiques, hydrophobes et hydrogène. Les avantages d’une 
complexation non-covalente sont la préparation facile des nanocomplexes, les ratios variables 
du CPP à l’acide nucléique permettant d’augmenter proportionnellement la quantité d’oligo 
thérapeutique et la préservation des activités intrinsèques du CPP et de l’acide nucléique. En 
outre, en cas d’utilisation de nanocomplexes non-covalents, les acides nucléiques sont 
protégés contre la dégradation  par des nucléases dns le milieu extra- et intracellulaire, et leur 
demi-vie est nettement augmentée 246.  
En cas de conjugaison de type non-covalent, il fautoptimiser empiriquement le ratio de 
charge entre le peptide et l’oligonucléotide pour obtenir la meilleure efficacité de transfection 
cellulaire. 
 
 
Figure 34) La formation du nanocomplexe entre les peptides et l’oligonucléotide par le 
biais des interactions électrostatiques, ou hydrophobes et/ou de l’hydrogène. 
 
 
 
L’élimination des nanoparticules de la circulation sanguine dépend fortement de leurs tailles 
et leurs propriétés de surface. La clairance rénale et l'excrétion urinaire très rapide sont 
démontrées pour les petites particules de diamètre hydrodynamique inférieur à 5 nm 247. 
D'autre part, les nanoparticules ayant un diamètre hydrodynamique de plus de 200 nm 
présentent typiquement une opsonisation rapide et un  absorption ultérieure par le système 
phagocytaire mononucléaire et seront séquestrés par le foie et la rate 248. L'opsonisation des 
nanoparticules  peut être réduite en modifiant leur surface par certaines molécules telles que le 
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polyéthylène glycol (PEG), qui protège leur charge et diminue les interactions non spécifiques 
avec les protéines plasmatiques 249. 
 
 
Tableau 6) Exemples de nanocomplexes CPP/oligonucléotide et leurs applications, 
modifié d’après Taavi Letho 2016 196. 
 
 
D- Mécanisme d’internalisation des nanocomplexes CPP/acide nucléique 
Les mécanismes d'internalisation cellulaire des CPPs et leur cargo biomoléculaire associé a 
été un sujet de controverse. Dans un premier temps, il a été considéré que le mécanisme 
d’internalisation des CPPs est indépendant de récepteurs et est censé être initiée par la liaison 
des CPPs aux glycoprotéines de la membrane contenant des groupes chargés négativement 
tels que les GAGs. Les groupes chargés négativement d  GAGs comprennent des 
carboxylates et les sulfates. Les Héparanes Sulfates (HS) ont été identifiés comme une 
fraction glucidique importante facilitant l'absorption des peptides cationiques 250,251. 
Cependant, des études ultérieures ont révélé des défauts techniques majeurs dans les 
expériences d’internalisation qui utilisaient la procédure de fixation après l’incubation des 
cellules avec le CPP marqué par un fluorophore, car la fixation des cellules a modifié 
artéfactuellement  la distribution subcellulaire des CPP dans les cellules 252. 
Actuellement, deux voies mécanistiques distinctes de l’internalisation des CPPs prédominent: 
la voie de translocation directe indépendante de l'énergie et la voie d'endocytose dépendante 
de l'énergie (Fig.35) 252, 227, 238. Les CPPs peuvent entrer dans les cellules à la fois par 
l'endocytose et la translocation directe 253, alors que les nanocomplexes CPP/oligonucléotide 
utilisent principalement la voie d’endocytose. Les mécanismes d'internalisation de 
nanocomplexes CPP/acide nucléique, similaire à l'internalisation du CPP seul, dépendent 
d'une multitude de facteurs tels que les propriétés phy ico-chimiques du peptide et du cargo, 
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de la concentration locale de peptides, de la composition de la membrane cellulaire et certains 
facteurs expérimentaux 253, 227. 
 
 
 
 
Figure 35) Mécanismes d'entrée de CPPs dans les cellules cibles. Modifié d’après Julia 
Durzyńska et al, 2015 236. (A) Les mécanismes impliquant l'invagination de la membrane 
cellulaire : 1) Phagocytose 2) Macropinocytose 3) Endocytose dépendante de la clathrine 4) 
Endocytose dépendante de la cavéoline 5) Endocytose indépendante de la clathrine ou de la 
cavéoline. (B) Mécanismes d’internalisation directe d  CPPs dans les cellules : 6) La 
formation des pores, 7) L’amincissement de la membrane, 8) Le modèle micellaire inversé, 9) 
le modèle de "carpet-like", 10) La translocation directe. 
 
• Voie de translocation directe indépendante de l'énergie 
Plusieurs modèles de translocation directe de peptid s ont été proposés tels que le modèle de 
formation des pores, le modèle micellaire inversé, le modèle de "carpet-like" et le modèle 
d'amincissement de la membrane 238. Une caractéristique commune à la plupart de ces 
modèles est que les CPPs se lient d'abord à la membrane cellulaire via des interactions 
électrostatiques ou hydrophobes et induisent une déstabilisation rapide ou prolongée de la 
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membrane, conduisant à l'entrée du CPP dans les cellules. Le coefficient d'internalisation est 
relatif à la concentration du peptide, à la séquence peptidique et à la composition lipidique 
dans chaque modèle cellulaire.  
Les peptides riches en arginine pénètrent dans la membrane plasmique par la formation d'une 
micelle inversée à l'intérieur de la bicouche lipidique 241. 
• Voie d’endocytose dépendante de l'énergie 
L'endocytose est un processus naturel qui se produit dans toutes les cellules et se compose de 
plusieurs voies y compris la phagocytose pour l'absorption de particules solides et la 
pinocytose pour l'absorption de solutés et qui concerne l’internalisation des CPPs le plus 
souvent. La pinocytose inclue la macropinocytose, l’endocytose dépendante de la clathrine, de 
la cavéoline ou l’endocytose indépendante de la clathrine et de la cavéoline. 
La macropinocytose est associée au pliage vers l'intérieur de la surface externe de la 
membrane plasmique qui est dépendante de la dynamine et qui conduit à la formation des 
vésicules appelées les macropinosomes. Les macropinosomes formées sont entourés par une 
bicouche lipidique similaire à la membrane cellulaire.  
Dans l'endocytose médiée par un récepteur, la clathrine ou la cavéoline couvrent la partie 
intracellulaire de la membrane et sont nécessaires pour l'invagination de la membrane et 
aident à former des vésicules après la liaison de la molécule extracellulaire au récepteur 
membranaire 254, 255. De nombreux groupes ont proposé que les protéoglycanes à héparane 
sulfate  de la membrane cellulaire agissent comme des récepteurs pour l'absorption de CPPs 
extra cellulaire 256.  
Toutes les voies endocytaires sont des processus dépen ants de l'énergie et peuvent être 
inhibées à la fois à basse température et en présence des inhibiteurs de l’ATPase qui est un 
élément essentiel dans la régulation du pH endosomal 257. 
Des études physicochimiques récentes sur les nanocomplexes CPP/ON ont montré que le 
nanocomplexe PepFect14/siRNA contiennent une charge nett  négative. Cela va à l'encontre 
des attentes pour les nanocomplexes avec des CPPs cationiques qui pouvaient interagir 
directement avec la membrane plasmique chargé négativement. Finalement, Ezzat et al ont 
suggéré que le mécanisme d'internalisation de telles nanoparticules est médié par les 
récepteurs Scavenger Receptor Class A (SCARA) 258. Les récepteurs Scavenger  sont 
membres d'un groupe de récepteurs transmembranaires qui reconnaissent des lipoprotéines 
extracellulaires de faible densité et les macromolécules anioniques et favorisent leurs 
internalisations cellulaires. 
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E- Echappement endosomal 
Puisque les nanocomplexes CPP/ON sont internalisés par endocytose, dans une large mesure, 
ils sont séquestrés dans le compartiment endolysosomal. La plupart des particules sont soit 
dégradées ou expulsées par exocytose. Ainsi, la concentration efficace de molécules capables 
d'exercer un effet biologique sur les processus biologiques des cellules ciblées est 
considérablement inférieur à la dose administrée et l’échappement endosomal constitue donc 
un axe majeur d’amélioration de l’efficacité de transfection. 
Selon le temps d'apparition des marqueurs endocytaires, les endosomes sont classés en  
compartiments précoces ou tardifs. La maturation des endosomes est définie par un 
changement de pH intra-vésiculaire, de 6.0-6.5 dans les endosomes précoces à 4.5-5.5 dans 
les endosomes tardifs et les lysosomes (Fig.36) 259. La maturation des endosomes est 
également associée à une augmentation de la taille, les changements dans la composition 
ionique (par exemple augmentation de la concentration d’ions Cl-), un gain d’hydrolases et 
une augmentation du nombre de vésicules intra-luminales (constituant des corps multi-
vésiculaires) 260. 
 
Figure 36) La route de l'endocytose médiée par un récepteur, modifié d’après Alexander 
Sorkin and Mark vonZastrow, 2002 259. Les molécules endocytosées peuvent être recyclées 
à la membrane plasmique à partir des endosomes précoces ou tardifs et, par conséquent, 
participer à plusieurs cycles d'endocytose. Le pH intravésiculaire diminue le long de la voie 
endocytaire, de pH 6.0-6.5 dans les endosomes précoces à pH 4.5-5.5 dans les endosomes 
tardifs et les lysosomes. Les enzymes lysosomales et d'autres molécules sont délivrées de 
l'appareil de Golgi aux endosomes et à la membrane plasmique par la clathrine ou d'autres 
types de transport de membrane. 
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Plusieurs stratégies ont été développées pour faciliter 'échappement endosomal. Les 
stratégies ressemblant à celles utilisées par les virus, certaines plantes et des toxines 
bactériennes  261, 262, 263 ont été employées avec un certain succès. Des approches réussies 
incluent l'augmentation de la capacité d'interaction des peptides avec les membranes en 
ajoutant des composés hydrophobes (par exemple les acides gras et le cholestérol), les 
séquences peptidiques fusogènes dérivées de domaines endosomolytiques de virus (par 
exemple le domaine HA2 du virus Influenza A) 264, les entités photo-inductibles 265,266 et 
l’incorporation des agents interférant avec l'acidification des endosomes tout en favorisant 
l’effet d’éponge à proton 267,268,196 (telle que la chloroquine avec une concentration élevée 
>100 µM ; Fig.37).  
 
 
 
Figure 37) Favorisation d’effet d’éponge à proton par les polymères protonnables, 
modifié d’après Wanling Liang and Jenny K. W. Lam 2012 269 (A) Les polyplexes entrent 
dans la cellule par l’endocytose et sont piégés dan les endosomes. (B) Les pompes à protons 
ATPase liées à la membrane transfèrent activement les protons dans les endosomes. Les 
polymères deviennent protonnés et résistent à l'acidification des endosomes. (C) L'action de 
pompage du proton est suivie par l'entrée passive d' ons chlorures, l'augmentation de la 
concentration ionique et donc l'afflux d'eau. Une pr ssion osmotique élevée provoque le 
gonflement et la rupture des endosomes, libérant leur contenu dans le cytosol. 
 
76 
 
 
Tableau 7) Exemples des modifications favorisant l’échappement endosomal des CPPs et 
d’ONs, modifié d’après Carmine Pasquale Cerrato 2016 270. 
 
 
 
F- Adressage ciblé de nanocomplexes CPP/oligonucléotide 
La stratégie de transfert des acides nucléiques par les peptides présente plusieurs avantages 
tels que la facilité de synthèse, la faible immunogénicité, la biocompatibilité et la 
biodégradabilité in vivo. Pourtant le manque de spécificité d’adressage cellulaire pourrait 
limiter leur utilisation in vivo en raison de la toxicité qui pourrait être exercée sur certains 
tissus et la diminution de la biodisponibilité pour le tissu cible à cause de la dilution de l’effet 
des nanocomplexes dans l’ensemble des tissus et cellules qui leurs sont accessibles 271. Une 
solution face à ce problème consiste soit à concevoir des CPPs conjugués à des ligands qui 
favorisent des interactions spécifiques avec les cellules ou tissus cibles, soit à utiliser la 
stratégie de pro-médicament où le CPP modifié est activé par les conditions 
environnementales (Enzymes, pH, etc.) du tissu ciblé. 
Pour avoir un ciblage très spécifique, il est possible de conjuguer l'acide nucléique ou son 
vecteur à un ligand comme un peptide qui reconnait sélectivement un récepteur à la surface 
cellulaire. Idéalement, il faut cibler un récepteur q i possède plusieurs caractéristiques : être 
exprimé essentiellement dans un seul tissu et à haut niveau, être rapidement et efficacement 
internalisé et enfin disposer de ligands de haute affinité. Pour finir, il est important que le 
récepteur ciblé par le CPP soit co-exprimé simultanément avec le gène intérêt en particulier si 
l’objectif est modifier l’épissage ou l’expression du gène.  
Compte tenu du grand nombre de CPPs identifiés à ce jour ainsi que le grand nombre de 
cellules et de tissus à transduire, il est impossible de donner un résumé complet de tous les 
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véhicules peptidiques bifonctionnels désignés jusqu’à présent. Nous allons donc citer 
brièvement quelques exemples intéressants de CPP R9 en conjugaison covalente avec des 
peptides ou un anticorps spécifiques à certains tissus pour qui les testes d’efficacité de 
transfert d’acide nucléique ont été effectués in vivo. 
1-Dans une approche très intéressante, Kumar et al ont utilisé un peptide dérivé d’une 
glycoprotéine du virus de la rage (RVG, Rabies Virus Glycoprotein) qui permet une 
administration ciblée à travers la barrière hémato-encéphalique pour atteindre le cerveau. Ce 
peptide de 29 acides aminés reconnait spécifiquement le récepteur de l'acétylcholine exprimé 
par des cellules neuronales. Pour permettre la formation d'un nanocomplexe avec un siRNA 
ciblant le gène murin codant la Cu/Zn superoxyde dismutase (SOD-1), ils ont, en outre, 
synthétisé un peptide chimérique composé de la partie RVG et une partie CPP de type R9 
(oligo-D-arginine). Ces nanocomplexes RVG-R9/siRNA ont démontré une excellente aptitude 
à induire l’inhibition de l’expression du gène dans le cerveau lors d'une administration 
systémique et par conséquent la protection des souris contre l'encéphalite virale mortelle. En 
plus, l'administration répétée de nanocomplexes RVG-R9/siRNA n'a pas induit des cytokines 
inflammatoires ou des anticorps anti-peptidiques 272. 
2-Dans une étude ultérieure, Kumar et al ont utilisé un anticorps spécifique anti-CD7, 
présent à la surface des lymphocytes T, lié à un CPP R9. Dans plusieurs études de distribution 
systémique effectuées dans un modèle murin humanisé d’HIV, ils ont montré comment le 
nanocomplexe formé avec des siRNAs ciblant différents gènes importants pour l'infection par 
le HIV étaient capable de contrôler la réplication virale, d’empêcher la perte des cellules T 
associées à l'infection par le HIV et de réprimer activement la virémie chez les souris 
humanisées infectées 273. 
3- Gong C et al ont exploré une approche d’adressage des acides nucléiques dans les cellules 
neuronales. Ils ont désigné un peptide bifonctionnel RVG-R9 avec quatre résidus d’histidine 
en tant que spacer entre le CPP 9R et le peptide RVG. Ils ont injecté le nanocomplexe RVG-
R9/pGL3 chez les souris via la veine de la queue et ont mesuré dans de nombreux tissus 
l’expression de pGL3 à 24h, 48 H, 72 H et 120 H après l’injection de nanocomplexes. 
L'expression de luciférase médiée par le nanocomplexe RVG-9R/pGL3 dans le cerveau a 
atteint son niveau maximum à 72 H et elle a été enviro  3 fois plus élevée par rapport à celle 
du groupe de témoin (Plasmide pGL3 nu) 274.  
4-Young-Wook Won et al 275 ont développé une méthode thérapeutique sûre pour régresser 
et traiter l'obésité ainsi que les syndromes métaboliques induits par l'obésité, dans un model 
murin, en ciblant la prohibitine qui est une protéine exprimée principalement dans la 
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membrane interne de mitochondrie et le cytoplasme, ais est déplacée vers la membrane 
cellulaire et le noyau dans des cellules adipocytaires différenciées. Les auteurs ont couplé un 
peptide court appelé "Adipocyte-Targeting Sequence" avec un CPP R9 (ATS-R9) ciblant la 
prohibitine pour transfecter sélectivement les adipocytes matures.  
Le FABP4 (Fatty-Acid-Binding Protein 4) est un chaperon clé dans l'absorption des acides 
gras et du stockage des lipides dans les adipocytes. Ils ont donc adressé de façon spécifique un 
shRNA  inhibant l’expression de FABP4 via le peptide bifonctionnel ATS-R9 dans les 
adipocytes matures. Le traitement des souris obèses av c le nanocomplexe ATS-R 
9/shFABP4 a entrainé la régression du syndrome métabolique et la diminution du poids 
corporel (>20%). 
5-Dans un autre travail effectué par Young-Wook Won et al, le polymer cystamine 
bisacrylamide-diaminohexane (CD) a été modifié par les peptides D-9-arginine et IMTP 
ciblant le myocarde ischémique. IMTP-CD-R9 peut donc se localiser au myocarde 
ischémique et a une efficacité de transfection améliorée due à la présence de 9R. Les auteurs 
ont observé une localisation élevée d’IMTP-CD-R9/ pSV-Luci  dans la zone ischémique du 
ventricule gauche d'un modèle de rat d'ischémie/reprfusion (I/R)  lors d’une administration 
systémique 276. 
6-Dans l’objectif de trouver un traitement pour les leucémies humaines, un immuno-
nanoplexe composé d’un anticorps anti JL1, un épitope de domaine extracellulaire de CD43 
humain qui est exprimé dans les cellules des leucémies aiguës myéloïdes et lymphoïdes mais 
pas dans les tissus sains a été développé  par l’équipe Lee YK. Cette équipe a montré que 
l’immuno-nanoplexe anti-JL1-R9/siRNA cible efficacem nt les cellules leucémiques 
positives pour JL1 inoculés dans la moelle osseuse de souris 277. 
G- Adressage subcellulaire des acides nucléiques  
Adressage subcellulaire efficace de l’acide nucléique est nécessaire afin d'obtenir son effet 
thérapeutique maximal, comme par exemple le ciblage nucléaire pour les oligoucléotides 
antisens modifiant l’épissage ou cytoplasmique pour les siRNA 278. 
Des CPPs avec des séquences de localisation nucléaire (NLS, Nuclear Localization 
Sequences) ont été utilisés pour améliorer l'efficacité de l'import nucléaire et faciliter la 
localisation nucléaire des acides nucléiques 279. Les NLS sont des petits peptides cationiques à 
base de lysine, arginine ou proline qui peuvent être reconnu par des membres de la famille des 
Importins (les protéines de transport nucléaire). L’Importin-α joue un rôle important en raison 
du fait qu'il se lie directement au signal NLS. Le complexe est ensuite transloqué dans le 
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noyau par le biais des pores nucléaires via sa fixation successive à l’Importin-β et aux 
nucléoporines. Ainsi, le NLS permet de passer la membrane nucléaire et favorise donc la 
translocation nucléaire 280. La séquence NLS, PKKKRKV, issue de l’antigène grand T du 
virus simien 40 (SV40) est le plus connu et largement étudié dans le domaine de la thérapie 
génique 281. 
Récemment, le mécanisme d'absorption cellulaire de CPPs riches en lysine et arginine a été 
décrit en montrant leur accumulation dans les noyaux et plus particulièrement dans les 
nucléoles. Il a été démontré qu’au moins six résidus arginine pour un CPP simple et quatre 
résidus arginines pour un CPP combiné avec un NLS sont nécessaires pour permettre une 
accumulation dans le noyau 282.   
Kadi-LiisVeimanet al ont  montré que PepFect14 (la version modifiée de stéaryl-TP10) 
possède également la capacité de pénétrer dans la membrane nucléaire 283. 
H- Poly (oligo-D-arginine) avec ponts disulfures internes 
La présence d’un groupement guanidinium dans les résidus arginines permet sa liaison 
bidentée aux molécules chargées négativement à la surf ce cellulaire, par opposition aux 
résidus lysines, qui donnent seulement une charge positive par l'intermédiaire de son 
groupement ammonium 284. 
Young- Wook Won et al ont développé un CPP réductible, rPOA (reductible Poly-Arginine), 
composé d’unités peptidiques Cys-(D-R9)-Cys reliées entre elles par des ponts disulfures 
entre les groupements cysteinyl et thiol du peptide. La polymérisation du Cys-(D-R9)-Cys en 
rPOA augmente la masse molaire, ainsi la stabilité des nanocomplexes dans des conditions 
extracellulaires et diminue sa cytotoxicité dans l'e pace cytoplasmique par une dégradation 
rapide puisque le rPOA peut se fragmenter en Cys-(D-R9)-Cys dans des environnements 
cellulaires réduits tels que le cytosol, les endosomes et les lysosomes. Bien que le mécanisme 
exact de la distribution subcellulaire de rPOA n’est pas complètement élucidé, on suppose que 
la concentration de glutathion contrôle le niveau d’oxydoréduction dans les différents 
compartiments et peut moduler la stabilité de rPOA et donc la libération d'acide nucléique 
dans le cytosol et son orientation vers le noyau. 
Dans un travail effectué par Young- Wook Won et al en 2010, le transfert d'ADN codant pour 
luciférase a été réalisé, in vivo, dans le poumon par l’administration intratrachéale d'un 
polyplex d'ADN/poly (oligo-d-arginine). Les auteurs ont réussi à montrer que l’expression de 
luciférase dans ce tissu est d'environ dix fois plus élevé par rapport au polyplex 
ADN/polyéthylénimine. En plus d’une expression génétique élevée, le rPOA a présenté in 
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vivo un effet prolongé de l'expression du gène jusqu'à 7 jours 285. Quatre ans plus tard, la 
même équipe a testé avec succès le peptide rPOA conjugué à ATS pour effectuer un 
adressage ciblé in vivo dans les adipocytes matures (voir paragraphe F-4, page 77) 276. 
I-  PepFect14 
PepFect 14 (PF14) est une version modifiée et optimisée d’un CPP développé précédemment 
par l’équipe d’Ulo Langel, le Stéaryl-transportan10 (stéaryl- TP10). Les auteurs ont remplacé 
des acides aminées lysines et isoleucine par des acides aminées ornithines et leucines. Ces 
modifications améliorent la formation de complexes avec les oligonucléotides. De plus, 
l’ornithine, un acide aminé non-protéinogénique, est moins sensible à des protéases sériques, 
et limite donc la dégradation du peptide dans le sérum. La présence du groupement stéaryl à 
l’extrémité N-terminale de PepFect 14 améliore à lafois sa capacité de complexation avec des 
oligonucléotides et son échappement endosomal. Il est intéressant de noter que PepFect 14 est 
un vecteur très efficace pour transfecter de nombreux acides nucléiques et les molécules à 
base d’oligonucléotide comprenant les SSOs, les SiRNA et les pDNAs dans des cellules 
réputées difficiles à transfecter 286,258, 283. 
Ulo Langel a montré que PepFect 14 peut être formulé avec un SSO en présence de différents 
excipients pharmaceutiques et dessiqué sous forme solide et réutilisé plusieurs mois plus tard
avec une activité maintenue, ce qui indique que le peptide pourrait être utilisé pour une 
administration orale 286,258. 
Les études d’internalisation des nanocomplexes PepFect14/oligonucléotide liés entre eux par 
des liaisons non covalentes ont montré que les récepteurs scavenger de classe A (SCARA) et 
l’endocytose médiée par des cavéoles sont les voies pr ncipales de l’internalisation de ces 
nanocomplexes. Lorsque SCARA est inhibé ou  est sous-exprimé par un siRNA, 
l’internalisation du nanocomplexe est bloquée. L’échappement endosomal du nanocomplexe 
PepFect14/oligonucléotide n’est pas encore bien comprise, mais l’utilisation des stratégies qui 
favorisent l’échappement endosomal tel que la co-inubation du nanocomplexe avec la 
chloroquine en tant qu’un agent endosomolytique a  augmenté l’efficacité de transfection. En 
raison de problème de toxicité liée aux additifs endosomolytiques, leur utilisation est limitée 
aux applications in vitro. 
Il a été montré que des nanoparticules PepFect14/SCO étaient capables d'induire efficacement 
la correction d’épissage in vitro, même en présence de sérum, dans un modèle cellulair  de la  
DMD : les myotubes mdx de la souris. Une correction d’épissage de plus de 60% est observée 
dès 8 H après la transfection. Cela démontre que, en dépit d'être très stable, les 
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nanocomplexes sont rapidement dissociés à l'intérieur d s cellules. Cependant, la diminution 
de la correction d’épissage a eu lieu dès 48 H après la transfection quand la concentration en 
nanocomplexes diminue en raison de leur dégradation e  de la division cellulaire. 
Enfin, pour souligner le potentiel du PepFect14 en tant que véhicule de transfert de gène, ils 
ont montré que ce peptide permet également une transfection efficace des cellules primaires 
tel que les cellules MEF (les fibroblastes embryonnaires de souris) et mES (les cellules 
souches embryonnaires de souris), en plus des lignées de cellules adhérentes 283, 258, 287. 
J- Peptides ciblant RTf1 humain 
Puisque le RTf1 est exprimé de manière ubiquitaire et surexprimé dans de nombreuses 
cellules tumorales, des cellules capillaires endothéliales du cerveau et des cellules érythroïdes,  
il est une cible intéressante pour les maladies tumorales, le système nerveux central et les 
maladies érythroïdes. À l'heure actuelle, les scientifiques ont réussi à relier de nombreuses 
molécules thérapeutiques au ligand naturel du RTf1 humain, la Tf, et ils ont obtenu des 
résultats encourageants en oncologie et les maladies du système nerveux central 288, 289. 
Cependant, la forte concentration de Tf endogène et son poids molaire relativement élevé 
dans le sang, rendent cette molécule difficile pour l’élaboration de systèmes d'administration 
de médicaments 290. 
Afin d'identifier des peptides ciblant le RTf1 humain, la méthodologie de phage display a été 
largement utilisée. Le phage display est une technique de sélection permettant d'étudier 
les interactions protéine-protéine, protéine-peptide et protéine-ADN en utilisant des bactério-
phages (les virus qui infectent les bactéries) pour relier les protéines aux informations 
génétique qui les codent. Dans cette technique, un gène codant pour une protéine d'intérêt est 
inséré dans un gène codant pour la protéine d'envelopp  de phage, ce qui entraine l’expression 
de protéine d'intérêt à la surface du phage. Ces phages peuvent ensuite être ciblés contre 
autres protéines, peptides ou séquences d'ADN, afin de trouver les interactions possible entre 
la protéine exprimée et ces autres molécules 291.  
A ce jour, différents peptides ciblant le RTf1 humain vec une forte affinité ont été trouvés 
par la méthodologie du phage display (Tableau 8).   
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NOM séquence référence 
P1 HAIYPRH 290 
P2 THRPPMWSPVWP 290 
B2 GHKVKRPKG 292 
B6 GHKAKGPRK 292 
  B18 SPRPRHTLRLSL 293 
 
Tableau 8) Peptides ciblant le RTf1 humain. 
 
 
 
Il a été démontré, par les expériences de compétition, qu’il n’existe pas des compétitions 
significatives entre la Tf et le peptide P1 ou la Tf et le peptide P2  pour cibler le RTf1 humain 
et ils se lient tous à des sites distincts sur ce ré pteur. Il est donc intéressent d’utiliser ces 
peptides pour un adressage spécifique de RTf1 humain, en particulier dans les cas où il n'est 
pas souhaitable de perturber le transfert du fer par la Tf 290. 
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V/ OBJECTIF DU  PROJET 
Dans la perspective d’un traitement i  vivo chez l’homme, il est impossible d’utiliser par voie 
systémique l’ASO-V1 nu qui présente une clairance rénale élevée, nécessitant des 
concentrations importantes de molécules thérapeutiques avec un risque de toxicité 
considérable. Il est donc essentiel d’adresser de façon ciblée l’oligonucléotide antisens aux 
cellules érythroïdes médullaires afin de diminuer sa concentration et par conséquent les 
risques liés à sa toxicité. Cela permettra également d’augmenter l’efficacité du traitement. 
Afin d’optimiser l’adressage de l’oligonucléotide antisens aux cellules érythroïdes, nous 
avons proposé de cibler le RTf1 qui est exprimé fortement à la surface des progéniteurs 
érythroïdes. Le RTf1 permet d’internaliser le fer dans toutes les cellules de l’organisme. Le 
fer est indispensable au métabolisme de l’hème et des clusters fer-soufre. Les progéniteurs 
érythroïdes sont des cellules de l’organisme qui expriment le plus haut niveau du RTf1 dont 
l’expression débute juste avant celle de la FECH durant l’érythropoïèse. La liaison de l’holo-
transferrine à son récepteur induit son internalisation dans des vésicules endosomales.  
Ce projet a comme objectif la conception rationnelle de véhicules peptidiques ciblant RTf1 
pour adresser l'ASO-V1 aux érythroblastes en maturation (figure 38). Plusieurs peptides qui 
lient avec une forte affinité le RTf1 humain sont déjà disponibles dans la littérature. Un des 
avantages principaux de certains de ces peptides est l’ab ence d’interférence avec le site de 
liaison de la Tf sur RTf1. Cependant, lorsqu’ASO-V1 entre dans les cellules par endocytose 
du RTf1, il sera piégé dans la vésicule endosomale. Pour surmonter ce problème, nous avons 
développé des peptides bi-fonctionnels à partir des séquences peptidiques ciblant le RTf1 tout 
en les ajoutant des séquences CPP qui facilitent la formation du nanocomplexe et la sortie de 
l’ASO-V1 de la vésicule endosomale. Les liaisons entre ces peptides et l’ASO-V1 sont des 
liaisons non covalentes, ce qui augmente la biodispnibilité de l’oligonucléotide antisens.  
Deux CPPs différents ont été utilisés dans ce projet; l’un est un CPP cationique formé de 9 
résidus d’arginine (rPOA) qui favorise la formation de pores dans des bicouches lipidiques et 
facilite les interactions électrostatiques entre le peptide chargé positivement et l’ADN de 
charge négative. L’autre est PepFect14 qui est un CPP hydrophobe constitué de 22 acides 
aminés et qui possède un groupement stéaryl endosomolytique à l’extrémité N-ter. Le 
pepFect14 contient également une charge nette positive qui lui permettra d’avoir des 
interactions électrostatiques avec l’ASO-V1. En tout, nous avons fait synthétiser dix peptides 
bifonctionnels avec cinq séquences différentes ciblant RTf1 conjugués chacun à deux types de 
CPP.   
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Figure 38) La stratégie d’adressage d’ASO-V1 aux progéniteurs érythroïdes. Les 
peptides bi-fonctionnels sont composés de deux parties, une partie CPP et une partie ciblant le 
RTf1. Les charges négatives de l’ASO-V1 lui permettent d’avoir des interactions 
électrostatiques avec le peptide bifonctionnel de charge positive. Une fois que le complexe 
CPP-RTf1/ASO-V1 est formé, il peut être internalisé dans les cellules par endocytose du 
RTf1. Grace aux caractéristiques endosomolytiques du peptide bi-fonctionnel, l’ASO-V1 
s’échappe de la vésicule endosomale. Une fois rentré dans le noyau, l’ASO-V1 reconnait 
l’ARNm pré-messager FECH et corrige l’anomalie d’épissage. 
 
Dans un première temps, par une approche in vitro,  nous avons déterminé le meilleur ratio de 
charge entre le peptide (+) et l’oligonucléotide (-) en évaluant directement l’effet sur 
l’épissage exon3-exon4 du gène FECH. Nous avons également montré l’effet prolongé de la 
correction d’épissage par les nanocomplexes jusqu’à 120 H après la transfection. Nous avons 
ensuite montré avec différents nanocomplexes CPP-RTf1/ASO-V1 que la quantité d’ARN 
FECH WT a été augmentée dans des LBCLs issues de Patients PPE. Nous avons observé une 
redirection efficace de l’épissage à partir de 48 H jusqu’à 120 H après la transfection des 
nanocomplexes dans des progéniteurs érythroïdes CD34+ en différenciation érythroïde d’un 
porteur de l’allèle hypomorphe. Finalement, nous avons montré, ex vivo, dans les progéniteurs 
CD34+ en différenciation érythroïde des patients PPE, transfectés par CPP-RTf1/ASO-V1, 
une augmentation d’ARN FECH WT et la diminution significative de la surproduction de 
PPIX. 
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                                                                     CHAPITRE II: MATERIELS ET METHODES 
1-Synthèse des peptides et  des oligonucléotides antisens 
Les peptides utilisés dans ce travail ont été synthétisés par la société Mimotops avec une 
pureté de 95%, évaluée via la chromatographie en phase inverse. Tous les peptides nous ont 
été fournis sous forme d’aliquots de 5 x 1 mg et la solubilité de chaque séquence a été 
évaluée.  
Les peptides avec une partie CPP 9R (C-rrrrrrrrr-C) contiennent deux cystéines aux 
extrémités N-Ter et C-Ter permettant d’avoir une polymérisation entre les peptides par 
l’interaction des cystéines formant des ponts disulfures (peptide rPOA, déjà expliqué au 
chapitre précédent page 79). Pour ces derniers, les produits de poids moléculaire les plus 
élevés ont été séparés après la polymérisation par filtr tion sur gel.  
Nous avons en tout dix peptides combinant deux CPP et 5 ligands RTf1 différents : 
1- Les peptides bifonctionnels composés du CPP 9R qui sont conjugués de manière 
covalente à cinq séquences peptidiques différentes ciblant chacune le RTf1 humain 
(les ligands RTf1). 
2- Les peptides bifonctionnels composés du CPP PepFect14 (Stéaryle-
AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL) qui ont  un groupement stéaryl N-Ter et sont 
également conjugués de manière covalente aux cinq ligands RTf1 humain. 
Pour les études d’internalisation et la distribution subcellulaire des peptides, le ligand RTf1 
humain P1 (HAIYPRH) et CPP 9R ont été conjugués à Rhodamine B et le peptide bi-
fonctionnel P1-9R (C-HAIYPRHrrrrrrrrr-C) a été conjugué à FITC.  
Les oligonucléotides antisens de type "Locked Nucleic Acid", LNA-ASO-V1 (5' 
TTTTGTAAAGAGTCCGACG 3'), couvrant la position -45-63 de l’intron 3 du gène FECH 
193 et la séquence LNA-ASO-Mock (5' ATAAAAAAGAAAAAA 3'), couvrant la position -
71-85 de l’intron 3 du gène FECH, ont été achetées chez Eurogentec. Le LNA-ASO-V1 est 
complémentaire d'une séquence qui couvre le polymorphisme c.315-48C et le site accepteur 
cryptique d’épissage et ainsi réduit l'inclusion de l’intron 3 et favorise l’utilisation du site 
accepteur d’épissage physiologique de la jonction intron3-exon4.  
Pour les études d’internalisation et la distribution subcellulaire de l’oligonucléotide antisens, 
LNA-ASO-V1 a été conjugué à une molécule d’Alexafluor 594. 
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N° Peptide ID Length Sequence MW Charge 
1 9R  11 CrrrrrrrrrC 1629.99 9 
2 P1-9R  16 C-HAIYPRHrrrrrrrrr-C 2298.71 10 
3 P2-9R 21 C-THRPPMWSPVWPrrrrrrrrr-C 2896.45 10 
4 B2-9R 18 C-GHKVKRPKGrrrrrrrrr-C 2411.91 13 
5 B6-9R 18 C-GHKAKGPRKrrrrrrrrr-C 2383.86 13 
6 B18-9R 21 C-SPRPRHTLRLSLrrrrrrrrr-C 2838.39 12 
7 9R-Rhodamine B       9 CrrrrrrrrrC 2168.7 9 
8 P1-9R-FITC 7 HAIYPRH 1318.6 1 
9 P1-Rhodamine B 16 C-HAIYPRHrrrrrrrrr-C 3007.6 10 
10 PepFect14 21 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL 2407.2 5 
11 P1-PepFect14 28 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLHAIYPRH 3282.2 6 
12 P2-PepFect14 33 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLTHRPPMWSPP 3879.94 6 
13 B2-PepFect14 30 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLGHKVKRPKG 3395.41 9 
14 B6-PepFect14 30 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLGHKAKGPRK 3367.35 9 
15 B18-PepFect14 33 Ste-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLLSPRPRHTLRLSL 3821.85 8 
 
Tableau 9) Liste des peptides ligands RTf1 +/- CPP.  
Les CPPs utilisés dans ce projet de thèse sont soit des CPPs de type 9R (C-rrrrrrrrr-C) soit 
PepFect14 (AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL). Les poids moléculaires des peptides avec la 
séquence CPP 9R indiquent les poids moléculaires des peptides avant la polymérisation. 
 
 
2-Culture cellulaire 
e- Lignée UT7-Epo 
Les cellules UT7, hétérozygote pour l’allèle hypomorphe c.315-48C, proviennent d’un patient 
souffrant de leucémie mégacaryoblastique chronique. Ell s expriment fortement le récepteur 
de la transferrine à leur surface en particulier en situation de carence en sérum. Nous avons 
utilisé la version de cette lignée dépendante à l'érythropoïétine (EPO) pour sa croissance et 
survie en culture et pour maintenir ses caractéristiques érythroïdes. La culture se fait en milieu 
αMEM, supplémenté avec 1% de L-glutamine 200 mM, 1% de mélange d’antibiotiques 
(pénicilline (10.000 UI/ml)/ streptomycine (10.000 µg/ml)) et 10% du sérum de veau fœtal 
(SVF) dans des conditions normales de culture cellulaire (5% de CO2 et 37°C). Elles sont 
diluées deux fois par semaine par une dilution au 1/10 dans un milieu αMEM avec 2 UI/ml de 
l’EPO.  
f- Lignées lymphoblastoïdes (LBCL) 
Les lignées lymphoblastoïdes sont des lymphocytes B i sus d’un patient PPE (II1) et d’un 
porteur asymptomatique (I1) immortalisés par le virus Epstein-Barr. Les cellules utilisées 
appartiennent à une même famille PPE décrite dans le pédigrée (Fig.39). Ces cellules nous ont 
été fournies par la banque de cellules de l’hôpital Cochin et proviennent du CRMR 
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Porphyries. Les sujets II1 et II2 présentent des signes classiques de PPE avec une 
photosensibilité cutanée dès l’enfance. Chez ces suj ts, le niveau de PPIX érythrocytaire est 
augmenté et l’activité FECH lymphocytaire est réduite. Les sujets I1 et II3 sont porteurs 
asymptomatique de la mutation FECH délétère avec un niveau de PPIX érythrocytaire normal 
et une activité FECH à ~ 50% de la normale. 
 
 
 
Figure 39) Pédigrée de la famille PPE.  
M  indique la mutation FECH délétère c.709delT. T indique l’allèle 315_48T. C indique 
l’allèle 315-48C. + indique l’allèle sauvage. FC indique l’activité FECH lymphocytaire en 
Nmol de Zn-mésoporphyrine formé à 37 °C/mg de protéine/heure. 
Le génotype de sujet I1 : FECH délétère hétérozygote ex7 709delT + c.315-48T/T.    
Le génotype de sujet II1: FECH délétère hétérozygote ex7 709delT + c.315-48C/T. 
 
 
Les cellules sont cultivées dans du milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) avec 
10% du SVF, 2% L-glutamine 200 mM, 1% 1M HEPES (pH 7,8) et un mélange 
d’antibiotiques constitué de pénicilline/streptomycine à 1%. Elles sont diluées au demi deux 
fois par semaine dans des conditions normales de culture cellulaire. 
g- Les Fibroblastes 
Les cultures primaires de  fibroblastes humains, isolés à partir d'un sujet contrôle non 
porphyrique, nous ont été fournies par Pr Catherine Boileau, de l’Inserm U1148, laboratoire 
de recherche vasculaire translationelle. Les fibroblastes sont cultivés dans du milieu 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) complet supplémenté avec 10% du SVF et un 
mélange d’antibiotiques constitué de pénicilline/str p omycine à 1%. Les cellules ont été 
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incubées à 37 °C et 5% de CO2. Les cellules sont repiquées une fois par semaine n utilisant 
un mélange de  trypsin-EDTA (0.05% de trypsin et 1 mM EDTA). 
h- Cellules primaires de progéniteurs érythroïdes à partir de cellules CD34+ 
périphériques 
Trois patients atteints de PPE (sujets A, B et C), un porteur asymptomatique (sujet D) et des 
témoins ont été prélevés pour nos études ex vivo. Les patients sont suivis au CRMR 
Porphyries.  
 
NOM 
 
                                           Génotype 
PPIX érythrocytaire  
        µmol/LGR 
N< 1.9 
    Activité FECH 
Nmol meso-Zn/mg 
prot/h 
N= 5 +/- 1.5 
Sujet A FECH délétère hétérozygote C.170_171 del AA/c.315 48C/T 96 2 
Sujet B FECH délétère hétérozygote C.479 A > G/c.315 48C/T 50 1.2 
Sujet C En cours 79 1.4 
Sujet D FECH WT+c.315 48C/T 1.5 4.9 
 
Tableau 10) Caractéristique clinique et biologique des patients PPE et du sujet control porteur 
de l’allèle hypomorphe. L’activité enzymatique FECH a été déterminée pour chaque patient 
par une méthode fluorimétrique par la mesure de la transformation de Mésoporphyrine et Zn2+ 
en Mésoporphyrine-Zn qui est une molécule fluorescente. Le taux de PPIX érythrocytaire a 
été évalué par la fluorimétrie après hémolyse et extraction des porphyrines. Les mesures sont 
faites sur un Spectrofluorimètre SHIMADZU RF540. 
 
 
Dans un premier temps, les cellules mononucléaires ont été isolées à partir du sang 
périphérique (60 ml) par gradient de Ficoll (LSM; PAA Laboratories). Ensuite, les CD34+ ont 
été purifiées grâce à l’utilisation de billes magnétiques cotées par un anticorps CD34 (kit 
CD34+ Micro Bead isolation, Miltenyi Biotech). Les CD34+ ont été finalement cultivés dans 
du milieu IMDM + GlutaMax contenant le plasma (Human Peripheral Blood Plasma, 
Stemcell Technologies), le sérum AB (Human Serum Type AB (male), Sigma-Aldrich), 
l’insuline (Sigma-Aldrich),  l’holo-transferrine humain (Sigma-Aldrich), l’héparine (Sigma-
Aldrich), le SCF humain (Miltenyi Biotec), l’IL-3 (Stem Cell Technologies), l’EPO (Janssen-
Cilag) et la pénicilline/streptomycine.  
Ce protocole se divise en quatre étapes principales (J0-J6/J6-J10/J10-J14/J14-J21) et les 
concentrations de certains réactifs varient selon différents phases du protocole (Tableau 11). 
Le nombre des cellules a été normalisé tout au long du protocole à 200 000 cellules/ml. Elles 
ont été incubées à 37 °C et à 5 % de CO2. 
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Milieu des jours 0 à 6 
Elément Concentration finale 
AB sérum 3% 
Plasma 2% 
Insuline 10 µg/ml 
Héparine 3 U/ml 
Transferrine 200 µg/ml 
SCF 10 ng/ml 
IL-3 1 ng/ml 
EPO 3 U/ml 
Pénicilline/Stréptomycine 1 X 
 
Milieu des jours 7 à 10 
Elément Concentration finale 
AB sérum 3% 
Plasma 2% 
Insuline 10 µg/ml 
Héparine 3 U/ml 
Transferrine 200 µg/ml 
SCF 10 ng/ml 
EPO 1 U/ml 
Pénicilline/Stréptomycine 1 X 
 
Milieu des jours 11 à 14 
Elément Concentration finale 
AB sérum 3% 
Plasma 2% 
Insuline 10 µg/ml 
Héparine 3 U/ml 
Transferrine 1 mg/ml 
EPO 0.1 U/ml 
Pénicilline/Stréptomycine 1 X 
 
Milieu des jours 15 à 21 
Elément Concentration finale 
AB sérum 3% 
Plasma 2% 
Insuline 10 µg/ml 
Héparine 3 U/ml 
Transferrine 1 mg/ml 
Pénicilline/Stréptomycine 1 X 
 
Tableau 11) Protocole de préparation du milieu de culture des CD34+ en fonction des 
jours de culture. 
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3-Expression de RTf1 (CD71) dans différentes lignées cellulaires  
L’expression de CD71 a été mesurée dans différents lig ées cellulaires à l’aide du cytomètrie 
de flux (CMF) BD LSR Fortessa (Becton dickinson, USA). L’analyse au Cytomètre a été 
effectuée avec 100 000 cellules. Les cellules ont été lavées 2 fois en PBS-SVF 2% avec une 
centrifugation rapide (1 minute, à 1800 g) entre chaque lavage et elles ont été remises en 
suspension. Puis elles ont été incubées 25 minutes à 4 °C avec un anticorps CD71-FITC à 
1/100 (Beckman Coulter). Ensuite les cellules ont été lavées deux fois en PBS-SVF 2%. 
Enfin, elles ont été diluées dans 300 µl de tampon de CMF et ont été transvasées dans des 
tubes de 5 ml en polystyrène. Les fibroblastes ont été filtrés par un tamis de 0.40 µM avant de 
passer au CMF. Le tampon de CMF est composé de DPBS 1X, NaN3 0.02%, SVF 1%. Les 
données de l’analyse sont enregistrées par le logiciel BD FACS Diva et traitées avec le 
logiciel FlowJo.  
4- Etude de transfection in vitro des nanocomplexes ligands RTf1-CPP/ASO-V1 
L’effet des nanocomplexes " ligands RTf1-CPP 9R/ASO-V1" ou " ligands RTf1-CPP 
PepFect14/ASO-V1", par rapport aux nanocomplexes " ligands RTf1-CPP 9R/ASO-Mock " 
ou " ligands RTf1-CPP PepFect14/ASO-Mock ", a été évalué dans les cellules LBCLs et 
UT7-Epo, en mesurant l'efficacité de correction d'épissage de l’intron 3 du gène FECH. 
f- Formation des nanocomplexes peptides/ASOs 
Dans un premier temps, la charge de surface de chaque peptide (Tableau 9) a été calculée 
d’après la formule suivante :  
Charge de surface de peptide (A) = (nK+nR)-(nD+nE) 
La charge de surface de LNA-ASO-V1 avec 19 nucléotides est de -19. A partir de ces 
données, les ratios ont été calculés en ratio de charge entre le peptide et l’ASO-V1. La 
concentration fixe d’ASO-V1 est 428 nM finale. Le pptide et l’ASO-V1 ont été incubés 
ensemble dans de l’eau distillée pendant 1 H à température ambiante.   
Pour calculer un ratio de charge la formule suivante a été utilisée: 
A : La charge du peptide  
B : La charge d’ASO 
C : Le ratio de charge envisagé 
D : Le facteur multiplicatif  
E : La concentration finale d’ASO 
F : La concentration finale de peptide 
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                                                            D= B x C 
                                                                     A 
Et 
                                                            F= D x E 
Par exemple, pour le peptide P1-9R qui a été souvent utilisé dans nos études, la charge de 
surface de peptide (A) est de +10. Pour calculer le ratio de charge (C) 5 :1, Le facteur 
multiplicatif (D) est 9.5.  
Puisqu’on transfecte les cellules avec l’ASO-V1 à 428nM (E), la concentration finale de 
peptide (E) est donc 4 µM.  
g- Transfection des cellules par les nanocomplexes Peptide/oligonucléotides 
Les cellules LBCLs et UT7-Epo ont été transfectées par différents nanocomplexes et ont été 
incubées à 37 °C pendant 48 H. Afin d’analyser la cinétique de l'effet correcteur des 
nanocomplexes sur l’épissage, les cellules ont été incubées en présence de nanocomplexes 
jusqu'à 120 H après la transfection.  
Pour les expériences évaluées par PCR qualitative qui permet d’évaluer l’épissage exon3-
exon4, l’émétine, un bloqueur de la traduction, a été ajoutée à une concentration finale de 30 
µM, vingt quatre heures avant l’extraction de l’ARN pour bloquer la dégradation par NMD 
des ARNs utilisant le site cryptique exon3-exon4 et possédant un codon stop prématuré. 
 L'ARN total a été extrait en utilisant une méthode au thiocyanate de guanidium (RNA-
PLUS™, MP Biomedecines). La quantité totale d’ARN totale ainsi que la pureté des 
échantillons ont été mesurées au spectrophotomètre (Nanodrop Thermo Scientific) à 230, 260 
et 280 nm. 
h- Transcription reverse  
La transcription reverse a été faite avec le kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit with 
dsDNase (Thermo Scientific) à partir de 500 ng à 1µg d'ARN total extrait, selon le protocole 
du fabricant. 
i- PCR qualitative 
Pour la PCR qualitative, des amorces spécifiques humaines ciblant les exons 3 et 4 du gène 
FECH, ont été utilisées : 
Amorce sens:       FECH_E3_GA_S      5’ TGG ACC GAG CC TCA TGA CA 3' 
Amorce antisens: FECH_E4_CT_AS   5' AGT CCA TAT CTT GAT GGG GGA T 3' 
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Les PCR sont faites avec le mixte suivant pour un volume final de 15 µl : 7.5 µl de buffer Go 
Tag G2 Hot start (Promega), 0.5 µl de chaque amorce à 10 µM et 1.5 µl d'eau stérile. 10 µl de 
mixte est mélangé avec 5 µl d'ADNc. 
Le programme de PCR est 3 mn à 95 °C, 35 cycles de 3 étapes : 30 s à 95 °C, 30 s à 62 °C et 
20 s à 72 °C, 5 mn à 72 °C et fin à 4°C. 
Les produits PCR ont été analysés par l’électrophorèse sur un gel d'agarose à 3%, et la densité 
des bandes de PCR a été mesurée en utilisant le logicie  Image J. Les résultats ont été calculés 
sous la forme du rapport de l'intensité de la bande épissée de manière aberrante sur l’intensité 
des bandes épissées correctement et de manière aberante (ARNm anormal/ARNm total). 
j-  PCR quantitative 
Pour les expériences analysées par PCR quantitative, il n’y a pas d’émétine ajoutée au milieu 
de culture. 
Des amorces FECH spécifiques pour l'humain ont été utilisées :  
FECH_E1_S1:    5' GCGTCCTGCTCCGCGATCC 3' 
FECH_E2_AS1: 5'TTCTGTGGTGACGGCCGCTG 3' 
Pour la normalisation, les gènes de référence B2M et HPRT1 ont été utilisés. 
hB2M.S:    5' TGC TGT CTC CAT GTT TGA TGT ATC T 3' 
hB2M.AS: 5' TCT CTG CTC CCC ACC TCT AAG T 3' 
hHPRT1.S:     5' TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA 3' 
hHPRT1.AS:  5' GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT 3' 
 
La PCR quantitative a été réalisée par un mixte composé de 10 µL de solution buffer 
d’Abgene 10 x (Absolute Blue qPCR SYBR GREEN Kit, Thermo Scientific) mélangé avec 5 
µl d'ADNc, 1 µl de chaque amorce sens et antisens et 3 µl d'eau stérile pour un volume 
réactionnel final de 20 µl. 
Le programme est lancé sur une machine Light Cycler® 480 II (Roche) aux conditions 
suivantes : 15 mn à 95 °C, 40 cycles de 3 étapes : 15 s à 95 °C, 30 s à 60 °C et 30 s  à72 °C. 
L’exploitation des résultats est faite sous le logiciel Light Cycler® 480 SW 1.5. 
Les quantités d’ARN sont mesurées à partir d’une courbe de titration obtenue après 
amplification d’un cDNA témoins dilué de ½ en ½ jusq ’à 1/16eme. Les dosages d’ARN 
FECH cible sont normalisés par la moyenne géométrique des quantités mesurées sur les gènes 
de références HPRT1 et B2M. 
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Les statistiques (moyennes et écarts-types) ont été faites entre les valeurs obtenues pour six 
expériences différentes pour chaque nanocomplexe dans es études in vitro et six réplicas 
intra-séries dans des études ex vivo. Le test Mann Whitney a été utilisé pour calculer les
significativités des différences obtenues entre les conditions contrôles (non-transfecté) et les 
autres conditions. 
5- Etude de transfection ex vivo des nanocomplexes ligands RTf1-CPP/ASO-V1 dans des 
progéniteurs érythroïdes à partir des cellules CD34+ 
Le protocole de culture primaire de progéniteur érythroïdes à partir des cellules CD34+ est 
déjà expliqué dans le  Paragraphe 2-d, page 88. Les cellules érythroïdes primaires venant de 
différents sujets (Tableau 10) ont été transfectées à J7 (pour le sujet porteur de l’allèle 
hypomorphe) et à J9 (pour les patients PPE) au début de la différenciation érythroïde 
terminale quand le gène FECH est exprimé à haut niveau. L'ARN total a été extrait 72 H 
après la transfection à J12. Afin d’analyser la cinétique de l'effet correcteur des 
nanocomplexes  sur l’épissage, les cellules ont été incubées en présence de nanocomplexes 
jusqu'à 120 H après la transfection.  
La PCR qualitative FECH exon3-exon4 des cellules érythroïdes primaires permet d’évaluer 
la correction de l’épissage exon3-exon4. 
La PCR quantitative FECH exon1-exon2 des cellules érythroïdes primaires permet de 
mesurer l’augmentation de l’ARN FECH WT.  
a- Mesure de la PPIX intracellulaire 
Les cellules ont été centrifugées à 1800 g pendant 1 minute et ont été lavées deux fois dans de 
tampon de CMF. Après le deuxième lavage, les culots on  été re-suspendus dans 300 µL du 
tampon de CMF et transvasés dans des tubes de 5 ml en polystyrène. Les expériences ont été 
réalisées à l’abri de la lumière. La mesure de la PPIX est réalisée par cytomètrie en flux. 
L’excitation de la PPIX a lieu à 405 nm et l’émission est à 630 nm, ce qui permet l’utilisation 
d'un filtre à 670 +/- 20 et un filtre à 610 +/- 20  sur l’appareil BD LSR Fortessa pour la 
détection de la fluorescence naturelle de la PPIX. La procédure de gating et le réglage du 
voltage a eu lieu avec les cellules progéniteur WT en différenciation au même stade des 
cellules malades. Le voltage de FSC (Forward Scatter) concernant la taille et celui de SSC 
(side Scatter) concernant la granulosité ont été modifiés de telle sorte que l’ensemble de la 
population soit située au milieu de la fenêtre et l’in égralité des cellules ont été choisie. Le 
gate des cellules WT a été ensuite appliqué pour les cellules des patients. 
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b- Etude de marquage phénotypique  
Les marquages phénotypiques des cellules érythroïdes primaires ont été étudiés par 
cytométrie en flux à J12. Les cellules ont été lavées et mises en suspension dans du tampon de 
CMF. Elles ont été ensuite incubées 30 mn à 4 °C avec les anticorps CD34-PE 1/100 
(Beckman Coulter), CD36-FITC 1/100 (Beckman Coulter), CD71-FITC 1/100 (Beckman 
Coulter) et GPA-PE 1/50 (Invitrogen). Les cellules ont été ensuite lavées deux fois dans du 
tampon PBS-SVF 2 %  et diluées dans 300 µl de tampon du CMF. 
c- Etude de la morphologie des cellules au cours de la différenciation érythroïde 
La morphologie cellulaire a été étudiée à J12 à partir de 100 000 cellules par condition. Les 
cellules ont été lavées deux fois dans du PBS et re-suspendues dans 100 µL du PBS. Elles ont 
été étalées sur les lames à l’aide d’une centrifugeuse Cytospin à une vitesse de 300 rpm 
pendant 3 minutes. Après une coloration MGG (May-Grünwald-Giemsa), les cellules ont été 
observées par la microscopie optique avec un grossissement 100 X.  
d- Test de proliferation 
Le nombre des cellules érythroïdes primaires a été d erminé tous les deux jours après une 
coloration au bleu trypan 0.04 % et en utilisant un compteur de cellules automatique (Bio-
Rad). Les cellules ont été maintenues  à un nombre équivalent de 200 000 cellules/ml tout au 
long du protocole.  
6- Détermination de la taille de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 
Une méthode physico-chimique couramment utilisée pour étudier la formation non covalente 
des conjugués CPP/ON  est la diffusion dynamique de lumière (DLS) qui permet de mesurer 
la taille hydrodynamique des nanocomplexes formés dans un liquide. La DLS est une 
technique spectroscopique qui mesure les fluctuations de l’intensité de la diffusion lumineuse 
en fonction des échelles de temps. Ces fluctuations s t dues au mouvement brownien des 
particules diffusantes. Lorsque la lumière d'un laser atteint des petites particules dans une 
micro-cuvette, la lumière diffuse dans toutes les directions. On peut mesurer l'intensité de la 
lumière diffusée par les particules à un angle considéré (90° typiquement) au cours du temps. 
L'échelle temporelle des fluctuations de diffusion est directement liée au coefficient de 
translation des particules diffusantes dans le solvant, qui à son tour est lié au diamètre 
hydrodynamique des nanoparticules.  
Les tailles hydrodynamiques des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 ont été mesurées par un 
appareil DynaPro (Wyatt) qui appartient à Stéphanie FINET (laboratoire IMPMC, Jussieu). 
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Dans les analyses par DLS dans de l’eau, la taille des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 sont 
mesurées à différents ratios de charge, en partant soit d’une concentration fixe d’ASO-V1 et 
en ajoutant le peptide à différentes quantités pourobtenir trois ratios de charge différents 1 :1, 
3 :1 et 6 :1, et l’autre en partant du peptide à une concentration fixe sur lequel nous avons 
ajouté l’ASO-V1 en quantité variable pour obtenir trois ratios de charge différents 6 :1, 3 :1 et 
1 :1. Les mélanges avec 2 µM d’ASO-V1 et 12 µM du peptide P1-9R (le ratio de charge 3 :1) 
ont été également préparé dans du PBS ainsi que dans du milieu αMEM complet. 
7-  Mesure de potentiel zêta de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 
L’analyse de potentiel zêta permet de déterminer la charge de surface qu’une nanoparticule 
acquiert grâce aux ions qui l’entourent quand elle st en solution. Chaque nanoparticule 
dispersée dans une solution est entourée par des ions de charge opposée, qui forme la couche 
fixe. En dehors de cette couche fixe, il existe unecomposition variable d'ions électriques 
formant une zone nuageuse, appelé la double couche diffuse. Lorsqu'un voltage particulier est 
introduit dans des particules dispersées en solution, toutes les particules accompagnées d’une 
couche fixe bien définie et une partie de la double couche diffuse sont attirées à l'électrode de 
polarité opposée. On mesure le potentiel zêta en mesurant la vitesse de déplacement des 
nanoparticules dans un champ électrique. Il s'agit donc des forces électrostatiques de 
répulsion entre les particules. Plus le potentiel zêta des nanoparticules est élevé, plus les 
nanoparticules ont tendance à se repousser mutuellement, ce qui favorise la stabilisation de la 
dispersion. 
 
Figure 40) Le potentiel zêta représente la charge de surface d’une nanoparticule 
(www.horiba.com). 
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Le potentiel Zêta des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 avec différents ratio de charge 1 :1, 
2 :1, 3 :1 et 4 :1, dilués dans de l’eau ou du PBS, ont été mesurés par un appareil Zetasizer 
Nano ZS apparatus (Malvern Instruments) chez Jérome Fresnais (laboratoire PHENIX, 
Jussieu). 
8-Etude de la biodisponibilité intracellulaire des peptides et des nanocomplexes par la 
microscopie confocale 
c- Internalisation des peptides dans des fibroblastes humains 
Les fibroblastes ont été ensemencés la veille de l’expérience sur des lamelles traitées au 
collagène de type I (Gibco). Les cellules adhérées ont été transférées dans du milieu sans SVF 
pendant 1 H à 37 °C afin de les priver de tout apport de transferrine et fer et d’augmenter 
l’expression de RTf1. Elles ont été ensuite incubées p ndant 30 mn sur la glace dans du 
milieu contenant 4 µM du peptide pour chaque condition  +/- 20 µg/ml de la Transferrine-
Alexa 647 (Life Technologies) puis replacées à 37 °C pendant 30 mn. Les cellules ont été 
ensuite lavées avec le PBS et fixées par la PFA à 4 % pendant 10 mn à température ambiante. 
Après deux lavages successifs au PBS, les cellules ont été finalement montées par un milieu 
de montage contenant le DAPI (Fluorescent Mounting Medium with DAPI, GBI Labs).  Les 
lames ont été observées par le microscope confocal Leica SP8. L’intensité de fluorescence et 
la co-localisation entre le peptide et la transferrin  a été mesurée à l’aide du logiciel d’analyse 
Imaris.  
d- Internalisation de l’ASO-V1 par le peptide dans des fibroblastes humains 
Pour étudier la distribution subcellulaire de l’ASO-V1-Alexa 594 dans des fibroblastes, les 
nanocomplexes ont été formés selon le protocole de transfection à un ratio de charge 5 :1 à 
partir de 428 nM d’ASO-V1 Alexa 594 et 4 µM du peptide bifonctionnel  P1-9R froid ou 
marqué. Les nanocomplexes ont été ajoutés sur les fibroblastes déprivés auparavant en SVF. 
Après 30 mn d’incubation sur la glace, les cellules ont été ensuite transferées à 37 °C pour 30 
mn.  La procédure de la fixation des cellules et le milieu de montage utilisés sont identiques. 
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CHAPITRE III/ RESULTATS 
1-Expression de CD71 (RTf1) dans différentes lignées cellulaires 
Nous avons sélectionné des peptides qui reconnaisset pécifiquement le RTf1 pour adresser 
l’ASO-V1 dans des cellules par l’intermédiaire de ce récepteur. Le RTf1 est  indispensable 
pour l’internalisation de l’holo-transferrine dans toutes les cellules pour synthétiser l’hème et 
les clusters fer-soufre. Une expression ubiquitaire est donc nécessaire pour la survie des 
cellules. 
Dans un premier temps, nous avons comparé le niveau d’ xpression de CD71 (le marqueur de 
RTf1) à la surface de différents modèles cellulaires par cytomètrie en flux pour avoir une 
vision globale du potentiel de chaque modèle. 
 
Figure 41) Mesure de l’expression de CD71 par cytomètrie en flux. Les cellules sont 
déprivées en SVF pendant 1 H. Elles sont ensuite marquées avec un anticorps anti-CD71 
conjugué à FITC ou l’anticorps IgG conjugué à FITC, l’isotype contrôle de CD71, pendant 45 
mn à 4 °C. Après 2 lavages successifs, la fluorescence st mesurée par cytomètrie en flux. 
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On a observé qu’après la déprivation des cellules en SVF pendant 1 H, les UT7-EPO, étant 
des cellules érythroïdes, expriment le plus le CD71. Cependant, les LBCLs et les fibroblastes 
expriment également le CD71 mais à des niveaux beaucoup plus faible (Fig.41). Bien que la 
lignée UT7-EPO soit un très bon modèle cellulaire considérant leur caractère érythroïde, le 
niveau d’expression de RTf1 et la présence de l’allè e hypomorphe, certaines de leurs 
caractéristiques nous ont amenés à restreindre leur usage à l’étude qualitative de la redirection 
de l’épissage cryptique exon3-exon4 du gène FECH. En effet ces cellules sont polyploïdes 
(globalement tétraploïdes) avec un ratio d’expression entre les deux allèles inconnu, ce qui 
complique la quantification de l’ARN FECH WT après correction d’épissage. De plus, ce 
sont des cellules en suspension avec des gros noyaux et peu de cytoplasme, ce qui complique 
leur utilisation pour les études par microscopie confocale. 
Les lignées lymphoblastoïdes de malades PPE, cellules diploïdes possédant un allèle 
hypomorphe permettent l’étude à la fois qualitative et quantitative de l’épissage exon3-Exon4.  
Nous avons utilisé des cultures primaires de fibroblastes humains isolées à partir d'un sujet 
control non porphyrique pour les études de distribution subcellulaire et nucléaire des peptides 
et l’ASO-V1 ainsi que leurs co-localisations avec la Tf. 
2-Recherche du meilleur ratio de charge entre peptides et ASO en utilisant des lignées 
lymphoblastoïdes de malades PPE 
Nous avons recherché pour chaque peptide, en évaluant directement l’effet sur l’épissage, le 
meilleur ratio de charge entre le peptide (+) et l’oligonucléotide (-) permettant de former des 
nanoparticules ayant  un effet protecteur du peptid sur l’oligonucléotide. Nous avons utilisé 
des lignées lymphoblastoïdes issues de patients PPE qui possèdent l’anomalie d’épissage 
d’intérêt (Sujet II1, Fig 39), nous permettant ainsi d’étudier la correction de l’anomalie 
d’épissage au niveau qualitatif et quantitatif. Ces c llules ne produisent pas de PPIX, ce qui 
représente la seule limite à leur utilisation. Après la transfection des LBCLs par nos 
différentes combinaisons peptidiques, nous avons choisi le ratio de charge le plus faible 
permettant de limiter les risques de toxicité tout en conservant  une bonne efficacité sur 
l’épissage exon3-exon4.  Ceci a été étudié pour les dix peptides bifonctionnels ligand RTf1-
CPP.  
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Figure 42) Exemple de la mesure qualitative de l’effet d’une gamme de ratio sur 
l’épissage exon3-exon4 du gène FECH par des ligands RTf1 conjugués au CPP 9R. 
Les cellules LBCLs issues de patients PPE (Sujet II1) sont transfectées par les nanocomplexes 
RTf1-CPP/ASO-V1 à différents ratios de charge. Les différents ratios de charge sont calculés 
selon la formule mentionnée à la page 90 et à partir d’une concentration  fixe d’ASO-V1 à 
428 nM. La concentration de la condition contrôle « peptide seul » est équivalente à celle 
utilisée pour le ratio de charge 10 :1. Les cellules sont traitées à l’émétine 24 H après la 
transfection. Les ARN sont extraits 48 H après la transfection. Les produits de RT-PCR sont 
analysés sur un gel d’agarose à 3%. La taille de l’ARN anomal (épissage cryptique) et la taille 
de l’ARN normal (épissage physiologique) sont indiquées à droite. La densité des bandes de 
PCR qualitative est mesurée en utilisant le logiciel Image J. Cette expérience a été effectuée 
en 2 séries indépendantes. 
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Figure 43) Exemple de la mesure qualitative de l’effet d’une gamme de ratio sur 
l’épissage exon3-exon4 du gène FECH par des ligands RTf1 conjugués au CPP  
PepFect14. Les cellules LBCLs issues de patients PPE sont transfectées par les 
nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-V1 à différents ratios de charge. Les différents ratios de 
charge sont calculés selon la formule mentionnée à la page 90 et à partir d’une concentration 
fixe d’ASO-V1 à 428 nM. La concentration de la condition contrôle « peptide seul » est 
équivalente à celle utilisée pour le ratio de charge 10 :1. Les cellules sont traitées à l’émétine 
24 H après la transfection. Les ARN sont extraits 48 H après la transfection. Les produits de 
RT-PCR sont analysés sur un gel d’agarose à 3%. La taille de l’ARN anomal (épissage 
cryptique) et la taille de l’ARN normal (épissage physiologique) est indiquée à droite. La 
densité des bandes de PCR qualitative est mesurée en utilisant le logiciel Image J. Cette 
expérience a été effectuée en 2 séries indépendantes.  
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On observe que les peptides P1-9R, P2-9R et B2-9R corrigent efficacement l’épissage 
cryptique exon3-exon4 du gène FECH à partir d’un ratio de charge 5 :1 alors que les pptides 
B6-9R et B18-9R corrigent efficacement l’épissage respectivement à partir de ratio de charge 
7 :1 et 10 :1 (Fig.42). Globalement, les peptides ligand RTf1-PepFect14 ont des effets sur 
l’épissage à des ratios de charge plus élevés par ra po t aux peptides ligands RTf1-9R. Parmi 
eux, le peptide B18-PepFect14 corrige l’épissage à partir d’un ratio de charge 1 :1 (Fig.43). 
L’absence des points 10 :1 et 30 :1 sur le gel est a conséquence d’une forte toxicité induite 
par la forte concentration du peptide qui a entrainé la mort cellulaire dans certaines 
conditions.  Ces résultats nous montrent que le CPP 9R favorise la complexation du peptide à 
l’oligonucléotide à des ratios de charge plus bas et permet de travailler dans des conditions 
moins toxiques par rapport au CPP PepFect14. 
3- Cinétique de l’effet des complexes RTf1-CPP/ASO dans le temps 
Les tests des différents ratios de charges des complexes Peptide-CPP/ASO-V1, nous ont 
permis de trouver différentes combinaisons qui corrigent l’anomalie d’épissage par l’ASO-V1 
dans des lymphoblastes PPE (II1). Nous avons ensuit mesuré la durée de l’effet de l’ASO-
V1 transfecté par certains de nos peptides à des ratio de charge les plus faibles, permettant de 
diminuer les risques de toxicité tout en conservant  u e bonne efficacité, dans des LBCLs de 
patient PPE et des UT7-EPOs. Nous avons testé en même temps, dans des UT7-EPO, 
l’efficacité dans le temps d’un oligonucléide antisen  -45-63 de type methoxy-ethyl (MOE, 
ISIS Pharmaceuticals) complexé avec P1-9R. LNA et MOE sont des oligonucléotides 
chimiquement modifiés qui sont très résistants à la dégradation par des enzymes cellulaires et 
n’activent pas l'activité de la RNase H. Ces oligonucléotides modifiés ont une charge négative 
et une faible toxicité. 
Ici, nous allons donner un exemple obtenu avec les nanocomplexes peptide P1-9R/ASO-V1 à 
un ratio de charge 5 :1. 
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Figure 44) Cinétique de l’effet sur l’épissage en lignées lymphoblastoïdes PPE. PCR 
qualitative exon3-exon4 du gène FECH après une transfection avec les nanocomplexes P1-
9R/ASO-V1, P1-9R/ASO-Mock et P1-9R seul avec correction de l’épissage jusqu’à 96 H 
dans la lignée lymphoblastoïde des patients PPE (Sujet II1). Le ratio de charge entre le 
peptide P1-9R et les oligonucléotides antisens est 5 :1. L’oligonucléotide antisens est à 428 
nM finale. Le peptide seul est ajouté dans le milieu à une concentration finale équivalente à 
un ratio de charge 5 :1. L’émétine est ajoutée dans le milieu à une concentration finale de 30 
µM, 24 H avant de collecter les cellules pour extraire l’ARN. 
 
 
 
Figure 45) Cinétique de l’effet sur l’épissage en lignée UT7-EPO. PCR qualitative exon3-
exon4 après une transfection avec les nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-V1, RTf1-CPP/MOE-
V1et RTf1-CPP/ASO-Mock avec correction de l’épissage jusqu’à 120 H est effectué dans la 
lignée UT7-EPO. Le ratio de charge entre le peptide P1-9R et les oligonucléotides antisens est 
5 :1. L’oligonucléotide antisens est à 428 nM finale. L’émétine est ajoutée dans le milieu à 
une concentration finale de 30 µM, 24 H avant de coll ter les cellules pour extraire l’ARN. 
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Ces expériences montrent un effet prolongé de la transfection unique par les nanocomplexes 
peptides-ASO pouvant aller au moins jusqu’à 120 H (Fig.44-45). Cette persistance suggère un 
effet protecteur du complexe peptidique sur l’oligonuclotide antisens. On a également observé 
que le peptide P1-9R peut favoriser une complexation aussi efficace et stable dans le temps 
avec LNA-V1 qu’avec MOE-V1(Fig.45).  
4- Etude de l’impact quantitatif sur l’ARN FECH WT de la transfection de l’ASO-
V1 par des nanocomplexes RTf1-CPP/ASO dans des lignées lymphoblatoïdes de 
malades PPE.  
Nous avons ensuite mesuré après les transfections effectuées par différents nanocomplexes, 
l’effet de l’ASO-V1 sur la quantité d’ARN FECH WT. Puisque les peptides ligand RTf1-
PepFect 14 ont corrigé l’épissage exon3-exon4 dans es lignées lymphoblastoïdes de patients 
PPE à des ratios de charge élevés et avec une forte toxicité, nous avons donc préféré nous 
concentrer sur les peptides ligand RTf1-9R qui corrigeaient l’épissage efficacement à partir 
d’un ratio de charge 5 :1. Le seul peptide ligand RTf1-PepFect14 pour qui nous avons étudié 
l’effet sur la quantité d’ARN FECH WT après sa complexation avec l’ASO-V1 et son 
transfert dans des lymphoblastoïdes est peptide B18-PepFect14. Ce dernier avait montré une 
forte efficacité de correction de l’épissage à partir de ratio de charge 1:1. 
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Figure 46) Quantification de l’ARN FECH WT après transfection de nanocomplexes P2-
9R/ASO. La RT-qPCR exon1-exon2 après une transfection par les nanocomplexes P2-
9R/ASO-V1 ou P2-9R/ASO-Mock à 72 H dans la lignée lymphoblastoïde du patient PPE II1; 
Le sujet I1 est un porteur asymptomatique de la mutation délétère sans allèle hypomorphe.  
Les résultats sont analysés par le test Mann Whitney à partir de 6 expériences indépendantes. 
 
La quantité d’ARN FECH WT dans des lymphoblastoïdes de malade (II1) transfectées par le 
nanocomplexe P2-9R/ASO-V1 commence à augmenter 48 H après la transfection. 96 H après 
la transfection, le niveau d’ARN FECH WT est toujours plus élevé dans des cellules 
transfectées par le nanocomplexe P2-9R/ASO-V1 en comparaison avec des cellules 
transfectées par P2-9R/ASO-Mock,  mais cette différence n’est pas significative (Fig.46).  
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Figure 47) Quantification de l’ARN FECH WT après transfection de nanocomplexes 
P19R/ASO. La RT-qPCR exon1-exon2 après une transfection par les nanocomplexes P1-
9R/ASO-V1 ou P1-9R/ASO-Mock à 72 H dans la lignée lymphoblastoïde du patient PPE II1; 
Sujet I1 est un porteur asymptomatique de la mutation délétère sans allèle hypomorphe. Les 
résultats sont analysés par le test Mann Whitney à partir de 6 expériences indépendantes. 
 
La quantité d’ARN FECH WT dans des lymphoblastoïdes de malade (II1) transfectées par le 
nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 commence à augmenter 24 H après la transfection. 72 H après 
la transfection, le niveau d’ARN FECH WT est augmenté de manière significative par rapport 
à celui des cellules transfectées par le nanocomplexe P1-9R/ASO-Mock. En plus, le niveau 
d’ARN  FECH WT dans des lymphoblastoïdes de malade à 72 H est équivalant à ce qu’on 
observe chez le porteur asymptomatique, sujet I1 (Fig.47).  
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Figure 48) Quantification de l’ARN FECH WT après transfection de nanocomplexes 
B2-9R/ASO. La RT-qPCR exon1-exon2 après une transfection par les nanocomplexes B2-
9R/ASO-V1 et B2-9R/ASO-Mock à 72 H dans la lignée lymphoblastoïde du patient PPE II1 ; 
Le sujet I1 est un porteur asymptomatique de la mutation délétère sans allèle hypomorphe. 
Les résultats sont analysés par le test Mann Whitney à partir de 6 expériences indépendantes. 
 
La quantité d’ARN FECH WT dans des lymphoblastoïdes de malade (II1) transfectées par le 
nanocomplexe B2-9R/ASO-V1 commence à augmenter significativement par rapport aux 
cellules transfectées par B2-9R/ASO-Mock et les cellules non transfectées, 48 H après la 
transfection. L’effet d’ASO-V1 sur le niveau d’ARN commence à diminuer à partir de 72 H 
(Fig.48).  
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Figure 49) Quantification de l’ARN FECH WT après transfection de nanocomplexes 
B18-PepFect14/ASO. La RT-qPCR exon1-exon2 après une transfection par les 
nanocomplexes B18-PepFect14/ASO-V1 ou B18-PepFect14/ASO-Mock à 72 H dans la 
lignée lymphoblastoïde du patient PPE II1; Le sujet I1 est un porteur asymptomatique de la 
mutation délétère sans allèle hypomorphe. Les résultat  sont analysés par le test Mann 
Whitney à partir de 6 expériences indépendantes. 
 
La quantité d’ARN FECH WT dans des lymphoblastoïdes de malade (II1) transfectées par le 
nanocomplexe B18-PepFect14/ASO-V1 est augmentée de manière significative par rapport 
aux cellules transfectées par B18-PepFect14/ASO-Mock et les cellules non transfectées 72 H 
après la transfection. Ce niveau est équivalant à ce qu’on observe chez le porteur 
asymptomatique (Sujet I1). 96 H après la transfection l’effet persiste mais il est diminué 
(Fig.49). 
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Au total nous avons pu montrer dans des lignées lymphoblastïde  de malades PPE que 
plusieurs des peptides bifonctionnels utilisés permettaient une redirection efficace et 
prolongée de l’épissage cryptique vers l’épissage physiologique exon3-exon4 et que cela 
permettait une correction des taux d’ARN FECH WT. Parmi eux, les peptides P1-9R et B18-
PepFect14, complexés avec l’ASO-V1, qui nous ont permis de restaurer un taux d’ARN 
FECH WT à niveau comparable à ce qu’on observe chez un porteur asymptomatique, nous 
semblent être les candidats potentiels pour notre approche. Ces résultats encourageant nous 
ont conduits à tester dans un premier temps cette mé hode de transfection dans des cultures 
primaires de progéniteurs érythroïdes d’un sujet porteur de l’allèle hypomorphe c.315-48C. 
5- Etude de l’efficacité de la transfection de l’ASO-V1 par les peptides bi 
fonctionnels ligand RTf1-CPP dans les progéniteurs érythroïdes d’un sujet 
porteur de l’allèle hypomorphe c.315-48C. 
Nous avons testé ex vivo l’effet des nanocomplexes ligand RTf1-CPP appartennt à deux 
group de CPP différents et donnant de bons résultat dans les expériences sur les lignées, les 
peptides P1-9R et B18-PepFect14, sur l’épissage exon3-exon4 du gène FECH dans des 
progéniteurs CD34+ en différenciation érythroïde présentant un allèle hypomorphe mais sans 
mutation FECH délétère (Fig.50). Différents ratio de charges entre les peptides et ASOs ont 
été utilisés pour choisir le ratio de charge le plus faible permettant de diminuer les risques de 
toxicité tout en conservant une bonne efficacité. La quantité de peptide et d’ASO-V1 est 
multipliée par 2 pour les ratios de charges 2(5 :1), 2(10 :1) et 2(30 :1). Les peptides seuls sont 
administrés avec une concentration finale équivalente à un ratio de charge 10 :1. Les cellules 
sont divisées en deux séries 48 H après la première transfection à J7:  
1- Les cellules avec une simple transfection à J7 (Transfection unique) 
2- Les cellules qui ont reçu une deuxième transfection avec les mêmes peptides RTf1-
CPP/ ASO à J9 et une troisième transfection à J11 (Transfection multiples) 
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Figure 50) Redirection de l’épissage du site cryptique vers le site physiologique exon3-
exon4 par les nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-V1 en cultre de progéniteurs érythroïdes 
en différenciation d’un sujet porteur de l’allèle hypomorphe. La RT-PCR exon3-exon4 à 
différents temps est réalisée après une transfection à J7 par des nanocomplexes RTf1-
CPP/ASO-V1à différents ratios de charge. Les peptids seuls sont administrés avec une 
concentration finale équivalente à un ratio de charge 10 :1. Les ratios de charge entre les 
peptides et l’ASO-Mock sont 10 :1. Les oligonucléotides sont à une concentration finale de 
428 nM. Toutes les cellules sont transfectées à J7.Les cellules avec les transfections multiples 
sont re-transfectées par des nanocomplexes RTf1-CPP/ASO à J9 et J11. L’émétine est ajouté 
dans le milieu 24 H avant de collecter les cellules pour extraire l’ARN. 
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Pour la série avec les transfections multiples, le renouvèlement de la transfection a entrainé 
une forte toxicité et la mort cellulaire. C’est pour cette raison que nous n’avons pas pu isoler 
l’ARN à partir des cellules re-transfectées par desnanocomplexes à des ratios de charge 
élevés, en particulier celles re-transfectées par les nanocomplexes B18-PepFect14/ASO-V1.  
Par contre, la toxicité avec une simple transfection à J7 est très faible. Dans ces cellules, une 
redirection efficace de l’épissage commence à partir de 48 H après la transfection et dure 
jusqu’à 120 H. Au total, l’efficacité de correction d’épissage est plus forte avec des peptides 
possédant un CPP PepFect14 mais la toxicité est ausi pl  élevée par rapport à un peptide 
ayant un CPP 9R. 
L’aptitude à transfecter des progéniteurs érythroïdes CD34+ en différenciation qui sont 
connus pour être des cellules très difficiles à transfecter et qui nécessitent des vecteurs viraux, 
est un résultat important qui nous a encouragés à es ay r notre approche d’adressage dans des 
progéniteurs érythroïdes des patients PPE. 
6- Etude de l’efficacité de la transfection de l’ASO-V1 par les peptides 
bifonctionnels RTf1-CPP précédemment sélectionnés, dans les progéniteurs 
érythroïdes de malade PPE. 
Finalement, nous avons testé ex vivo l’effet des nanocomplexes RTf1-9R/ASO-V1 sur la 
correction de l’épissage exon3-exon4, le niveau d’ARN FECH WT et la surproduction de 
PPIX dans des progéniteurs CD34+ en différenciation érythroïde présentant un allèle 
hypomorphe en trans d’une mutation délétère FECH. Nous avons observé que B18-
PepFect14/ASO-V1 a induit une toxicité élevée dans des cultures primaires de CD34+ d’un 
sujet porteur de l’allèle hypomorphe (Fig.50). Nous avons donc décidé de tester uniquement 
les peptides P1-9R et B2-9R sur les cellules de pati nts.  
Toutes les expériences effectuées dans des progéniteurs érythroïdes de malades PPE sont 
effectuées en 6 réplicas intra-séries pour chaque condition. Les cellules sont transfectées une 
fois à J9. Les nombres des cellules et leurs viabilités sont déterminées par le bleu trypan à  
J11. Elles sont ensuite remises à 200 000 cellules/m . La densité des bandes de PCR 
qualitative est mesurée en utilisant le logiciel Image J. Les analyses statistiques de la quantité 
d’ARN FECH WT et la surproduction de PPIX sont effectuées par le test Mann-Whitney à 
partir des 6 réplicas intra-séries.  
Concernant  la mesure de la surproduction de PPIX, nous avons choisi la cytométrie en flux 
plutôt que la méthode fluorimétrique après hémolyse et xtraction des porphyrines car nous 
avons observé une concordance entre les résultats de la mesure de PPIX par le test 
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fluorimétrique et la cytométrie en flux respectivement dans les érythrocytes et les 
progéniteurs érythroïdes en différenciation issus de même sujet malade. Il est également 
nécessaire d’effectuer le test fluorimétrique avec une quantité importante de cellules.  
• Patient A 
a) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prolifération et la viabilité des cellules 
 
Figure 51) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prolifération des cellules 
après la transfection de progéniteurs érythroïdes d’une malade PPE (Sujet A). Le test de 
prolifération est effectué par le bleu trypan à J11, deux jours après une transfection à J9 avec 
des nanocomplexes peptides/ASOs, peptides seuls et ASO-V1 seul dans les progéniteurs 
érythroïdes en différenciation d’un malade PPE (Sujet A). 
 
Les viabilités des cellules non transfectées et transfectées par 9R/ASO-V1 et P1- 9R/ASO-V1 
à J11 varient de 75% à 95%. Les nombres des cellules sont diminués de manière non 
significative dans des conditions transfectées par 9R/ASO-V1 et P1- 9R/ASO-V1 deux jours 
après la transfection à J11 (Fig.51).  
b) Redirection de l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site physiologique 
 
Figure 52)  Redirection de l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site 
physiologique après transfection de progéniteurs érythroïdes d’un patient PPE (Sujet 
A). La RT-PCR qualitative exon3-exon4 est effectuée 72 H après une transfection à J9 avec 
des nanocomplexes P1-9R/ASO et 9R/ASO dans les progéniteurs érythroïdes en 
 
ARN anormal 192 bp 
ARN normal 128 bp 
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différenciation d’un malade PPE (A). L’émétine est ajoutée dans le milieu à une concentration 
finale de 30 µM, 24 H avant la collecte des cellules et l’extraction d’ARN. 
Nous avons observé que le ratio entre ARN anormale et l’ARN total était plus faible pour P1-
9R/ASO-V1 par rapport à celui de P1-9R/ASO-Mock. Par conséquent, la correction 
d’épissage exon3-exon4 du gène FECH est plus élevée dans des cellules transfectées par P1-
9R/ASO-V1 par rapport aux cellules transfectées par P1-9R/ASO-Mock (Fig.52). Il existe une 
légère diminution de la proportion de l’ARNm anormal avec 9R/ASO-V1 mais elle est plus 
faible qu’avec P1-9R/ASO-V1. Cela confirme la spécificité des peptides ayant le ligand 
ciblant RTf1 par rapport aux peptides 9R seuls. 
c) Quantité d’ARN FECH WT  
 
Figure 53) Augmentation de la quantité d’ARN FECH WT après la redirection de 
l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs 
érythroïdes d’un malade PPE (Sujet A). Les RT-qPCR exon1-exon2 sont effectuées 48 H, 
72 H et 96 H après une transfection à J9 avec des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 et 9R/ASO-
V1 dans des progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE (Sujet A). 
 
114 
 
La quantité d’ARN FECH WT est augmentée de manière non significative dans es cellules 
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules non transfectées, 72 H après la 
transfection (Fig.53). 
d) Mesure de la production de PPIX  
 
Figure 54) Mesure de la production de la PPIX après une redirection de l’épissage 
exon3-exon4 du site cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs 
érythroïdes d’un malade PPE (Sujet A). Les mesures de la production de PPIX dans des 
progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE sont effectuées par cytomètrie en 
flux à 48 H, 72 H et 96 H après une transfection à J9 par des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 
et 9R/ASO-V1. 
 
Le niveau d’accumulation de PPIX est diminué de manière significative dans des cellules 
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules non transfectées 48 H, 72 H et 96 H 
après la transfection (Fig.54). On peut conclure qu’une légère augmentation au niveau d’ARN 
FECH WT pourrait être à l’origine de la diminution signficative et prolongée de 
l’accumulation de la PPIX. 
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• Patient B 
a) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prolifération et la viabilité des cellules 
 
 
Figure 55) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prolifération des cellules 
après la transfection de progéniteurs érythroïdes d’une malade PPE (Sujet B). Le test de 
prolifération est effectué par le bleu trypan à J11, deux jours après une transfection à J9 par 
des nanocomplexes peptides/ASOs et les peptides seuls dans les progéniteurs érythroïdes en 
différenciation d’un malade PPE (Sujet B). 
 
 
Les viabilités des cellules non transfectées et transfectées par 9R/ASO-V1, 9R seul, P1- 
9R/ASO-V1 et P1-9R seul à J11 varient de 80% à 95%. Les nombres des cellules sont 
identiques entre les conditions deux jours après la transfection à J11 (Fig.55). Cela indique 
que ces peptides n’induisent pas de toxicité importante et la mort cellulaire à un ratio de 
charge 5 :1. 
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b) Redirection de l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site physiologique 
 
Figure 56) Redirection de l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site 
physiologique après transfection de progéniteurs érythroïdes d’un patient PPE (Sujet 
B). La RT-PCR qualitative exon3-exon4 est effectuée 72 H après une transfection à J9 avec 
des nanocomplexes P1-9R/ASO et 9R/ASO dans des progéniteurs érythroïdes en 
différenciation d’un malade PPE (B). L’émétine est ajoutée dans le milieu à une concentration 
finale de 30 µM, 24 H avant la collecte des cellules et l’extraction d’ARN. 
La correction d’épissage exon3-exon4 du gène FECH est plus élevée dans des cellules 
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules transfectées par 9R/ASO-V1.  
c) Quantité d’ARN FECH WT  
 
Figure 57) Augmentation de la quantité d’ARN FECH WT après la redirection de 
l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs 
érythroïdes d’un malade PPE (Sujet B). Les RT-qPCR exon1-exon2 sont effectuées 72 H et 
96 H après une transfection à J9 avec des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 et 9R/ASO-V1dans 
des progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE (Sujet B). 
ARN anormal 192 bp 
ARN normal 128 bp 
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72 H et 96 H après la transfection, on observe une légère augmentation non significative du 
niveau d’ARN FECH WT dans des cellules transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux 
cellules transfectées par P1-9R seul (Fig.57). 
d) Mesure de la production de PPIX  
 
Figure 58) Mesure de la PPIX après une redirection de l’épissage exon3-exon4 du site 
cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs érythroïdes d’un malade PPE 
(Sujet B). Les mesures de PPIX dans des progéniteurs érythroïdes d’un malade PPE sont 
effectuées par la cytomètrie en flux à 48 H, 72 H et 96 H après une transfection à J9 par des 
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 et 9R/ASO-V1 dans des progéniteurs érythroïdes en 
différenciation d’un malade PPE (Sujet B).  
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Le niveau d’accumulation de PPIX est diminuée dans des cellules transfectées par 9R/ASO-
V1, P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules non transfectées ou transfectées par 9R seul et 
P1-9R seul 48 H, 72 H et 96 H après la transfection (Fig.58). 
• Patient C 
a) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prolifération et la viabilité des cellules 
Les cellules de patient C proliféraient particulièrement bien et nous avons pu faire plus de 
conditions expérimentales. 
 
Figure 59) Impact des nanocomplexes Peptide/ASO sur la prolifération des cellules 
après la transfection de progéniteurs érythroïdes d’un malade PPE (Sujet C). Le test de 
prolifération est effectué par le bleu trypan à J11, deux jours après une transfection à J9 par 
des nanocomplexes P1-9R/ASO, P1-9R seuls, B2-9R/ASO, B2-9R seul, 9R/ASO, 9R seul et 
ASO-V1 seul dans des progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE (Sujet C). 
 
Les viabilités des cellules non transfectées et transfectées par 9R/ASO-V1, 9R seul, P1- 
9R/ASO-V1, P1-9R seul et ASO-V1 seul à J11 varient de 77% à 96%. Les nombres des 
cellules sont quasiment identiques entre toutes les conditions deux jours après la transfection 
(Fig.59). On peut conclure que le peptide B2-9R n’induit pas de toxicité majeure à un ratio de 
charge 5 :1, comme ce que nous avons observé pour le peptide P1-9R. 
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b) Redirection de l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site physiologique 
Figure 60)  Redirection de l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site 
physiologique après transfection de progéniteurs érythroïdes d’un patient PPE (Sujet 
C). La RT-PCR qualitative exon3-exon4 est effectuée 72 H après une transfection à J9 avec 
des nanocomplexes P1-9R/ASO, B2-9R/ASO et 9R/ASO dans les progéniteurs érythroïdes en 
différenciation d’un malade PPE (C). L’émétine est ajoutée dans le milieu à une concentration 
finale de 30 µM, 24 H avant la collecte des cellules et l’isolation d’ARN.  
 
La correction de l’épissage exon3-exon4 du gène FECH est plus efficace dans des cellules 
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules transfectées par B2-9R/ASO-V1 et 
9R/ASO-V1 (Fig.60). Le peptide P1-9R est donc le meilleur candidat pour un adressage 
spécifique aux progéniteurs érythroïdes en différenciation. 
c) Quantité d’ARN FECH WT, Peptide B2-9R 
Figure 61) Augmentation de la quantité d’ARN FECH WT après la redirection de 
l’épissage exon3-exon4 du site cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs 
érythroïdes d’un malade PPE (Sujet C). Les RT-qPCR exon1-exon2 sont effectuées 72 H 
et 96 H après une transfection à J9 avec des nanocomplexes B2-9R/ASO, 9R/ASO, B2-9R 
seul et 9R seul dans les progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE (Sujet 
C). 
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La quantité d’ARN FECH WT est augmentée de manière significative dans des cellules 
transfectées par B2-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules non transfectées, les cellules 
transfectées par B2-9R/ASO-Mock et  9R/ASO-V1 à 72 H après la transfection. À 96 H, le 
niveau d’ARN est toujours augmenté de manière significative dans des cellules transfectées 
par B2-9R/ASO-V1  par rapport aux cellules transfecté s par B2-9R/ASO-Mock (Fig.61).  
d) Mesure de la production de PPIX, Peptide B2-9R 
 
Figure 62) Mesure de la production de PPIX après une redirection de l’épissage exon3-
exon4 du site cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs érythroïdes d’un 
malade PPE (Sujet C). Les mesures de PPIX sont effectuées par cytomètrie en flux à 48 H, 
72 H et 96 H après une transfection à J9 avec des nanocomplexes B2-9R/ASO, 9R/ASO, B2-
9R seul et 9R seul dans les progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE 
(Sujet C). 
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Le niveau d’accumulation de PPIX est diminué de manière significative dans des cellules 
transfectées par B2-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules transfectées par B2-9R/ASO-Mock 
48 H, 72 H et 96 H après la transfection. On observe que dans des cellules transfectées par 
9R/ASO-V1, le niveau d’accumulation de PPIX à 48 H après la transfection est plus élevé par 
rapport aux cellules transfectées par B2-9R/ASO-V1 (Fig.62). Cela confirme l’importance de 
la partie ligand RTf1 pour établir un adressage plus spécifique. 
e) Quantité d’ARN FECH WT, Peptide P1-9R 
 
 
Figure 63) La quantité d’ARN FECH WT après la redirection de l’épissage exon3-exon4 
du site cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs érythroïdes d’un 
malade PPE (Sujet C). Les RT-qPCR exon1-exon2 sont effectuées 72 H et 96 H après une 
transfection à J9 avec des nanocomplexes P1-9R/ASO, 9R/ASO, P1 seul et 9R seul dans les 
progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE (Sujet C). 
 
La quantité d’ARN FECH WT est augmentée de manière significative dans des cellules 
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules transfectées par P1-9R/ASO-Mock, 
72 H après la transfection. Le nanocomplexe 9R/ASO-V1 ne présente pas la même efficacité 
que le nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 à 72 H,  alors qu’à 96 H  son effet augmente mais reste 
toujours plus faible par rapport à P1-9R/ASO-V1 (Fig.63).  
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f) Mesure de la production de PPIX, Peptide P1-9R 
Figure 64) Mesure de la production de PPIX après une redirection de l’épissage exon3-
exon4 du site cryptique vers le site physiologique dans des progéniteurs érythroïdes d’un 
malade PPE (Sujet C). Les mesures de PPIX sont effectuées par  cytomètrie en flux à 48 H, 
72 H et 96 H après une transfection à J9 avec des nanocomplexes P1-9R/ASO, 9R/ASO, P1-
9R seul et 9R seul dans les progéniteurs érythroïdes en différenciation d’un malade PPE 
(Sujet C). 
 
Le niveau d’accumulation de PPIX est diminué de manière significative dans des cellules 
transfectées par P1-9R/ASO-V1 par rapport aux cellules transfectées par P1-9R/ASO-Mock 
72 H et 96 H après la transfection. On observe que dans des cellules transfectées par 9R/ASO-
V1, le niveau d’accumulation de PPIX à 48 H, 72 H et 96 H reste toujours plus élevé par 
rapport aux cellules transfectées par P1-9R/ASO-V1 (Fig.64).  
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g) Etude phénotypique de la différenciation érythroïde, Peptide P1-9R 
 
Figure 65) Effet des nanocomplexes P1-9R/ASOs sur la différenciation érythroïde dans 
des progéniteurs érythroïdes d’un malade PPE(C). Les marquages phénotypiques des 
cellules érythroïdes primaires avec des anticorps CD34-PE, CD36-FITC, CD71-FITC et 
GPA-PE sont étudiés à J12, par cytométrie en flux, pour les cellules transfectées par les 
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 et P1-9R/ASO-Mock. Les cllules NT-Non marquées 
présentent des cellules non transfectées par les nanocomplexes sans aucun marquage par les 
anticorps. Par contre, Les NTs sont des cellules non transfectées par les nanocomplexes mais 
marquées par les anticorps correspondants. 
 
Les marquages phénotypiques de la différenciation érythroïde sont déterminés à J12 dans des 
progéniteurs érythroïdes en différenciation du dernier patient (C). Les cellules étant en phase 
terminale d’érythropoïèse, elles n’expriment pas le marqueur phénotypique CD34. Par contre, 
les marqueurs phénotypiques CD36, CD71 et GPA s’expriment fortement et de manière 
équivalente dans  les cellules non transfectées, transfectées par P1-9R/ASO-V1 et P1-
9R/ASO-Mock (Fig.65).  
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h) Morphologies des cellules, P1-9R et B2-9R 
 
Figure 66) Effet de nanocomplexe peptide/ASOs sur la différenciation érythroïde dans 
des progéniteurs érythroïdes d’un malade PPE(C). La morphologie des cellules 
transfectées par les nanocomplexes P1-9R/ASOs, B2-9R/ASOs et 9R/ ASOs, P1-9R seul, B2-
9R seul et 9R seul, ASO-V1 seul et ASO-Mock seul est étudiée à J12. Les cellules sont 
étalées sur les lames à l’aide d’une centrifugeuse Cytospin. Après une coloration MGG (May-
Grünwald-Giemsa), les cellules sont observées par la microscopie optique avec un 
grossissement 100 X.  
 
Au cours de la différenciation érythroïde on observe une réduction progressive de la taille 
cellulaire, de la taille du noyau et du rapport nucléo-cytoplasmique ainsi qu'une condensation 
progressive de la chromatine et une hémoglobinisation progressive des cellules. Après la 
coloration des cellules au MGG (May-Grünwald Giemsa), nous avons observé que la plupart 
des cellules venant de différentes conditions appartiennent au même stade de différenciation 
et sont situées majoritairement entre le stade érythroblaste basophile II et le stade 
érythroblaste polychromatophile (Fig.66). Cette observation confirme les résultats obtenus par 
la mesure d’expression des marqueurs phénotypiques des cellules au cours de la 
différenciation érythroïde, car à ce stade elles sont censées exprimer GPA, RTf1 (CD71) pour 
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importer du fer et le marqueur CD36 qui est exprimé jusqu’au stade polychromatophile inclus 
(Fig.65). 
Pour conclure, nous avons étudié l’efficacité sur l’épissage cryptique exon3-exon4 du gène 
FECH de 10 peptides ligands RTf1 différents conjugués de manière covalente soit à un CPP 
9R soit à un CPP PepFect14 (Tableau 9) complexés avec l’ASO-V1 ou l’ASO-Mock, à 
différents ratios de charge dans des lignées lymphoblastoïdes de patients PPE. Nous avons 
choisi les peptides qui ont présenté une bonne efficacité de correction de l’épissage à des 
ratios de charge les plus bas pour éviter les risque  de toxicité. Nous avons ensuite testé l’effet 
des nanocomplexes sélectionnés sur le niveau d’ARN FECH WT dans des lignées 
lymphoblastoïdes de patients PPE. Nous avons choisi les peptides permettant augmenter 
l’ARN FECH WT à un niveau équivalant à ce qu’on observe dans de lignées 
lymphoblastoïdes d’un porteur asymptomatique.  
Nous avons ensuite testé ces peptides complexés à l’ASO-V1 dans des progéniteurs 
érythroïdes CD34+ en différenciation d’un porteur de l’allèle hypomorphe et nous avons 
observé que dans ces cellules le peptide ayant un CPP 9R corrige efficacement l’épissage 
exon3-exon4 et est moins toxique par rapport à peptid  avec un CPP PepFect14. 
Par conséquent, Nous avons testé uniquement les peptides P1-9R et B2-9R complexés à ASO-
V1 dans des progéniteurs érythroïdes CD34+ en différenciation de patients PPE. Nous avons 
pu corriger l’épissage cryptique exon3-exon4, augmenter la quantité d’ARN FECH WT et 
diminuer l’accumulation de la PPIX sans induire une toxicité importante chez les patients. La 
morphologie des cellules et le test de la différenciation chez le dernier patient montrent que 
les cellules ont été maintenues au même stade de différenciation tout au long de l’expérience 
quel que soit la condition expérimentale. 
Nous avons ensuite étudié la taille hydrodynamique et la charge de surface de nanocomplexe 
P1-9R/ASO-V1 à différents ratio de charge qui affecteront le niveau de protection de l’ASO-
V1 par le peptide ainsi que la stabilité des nanocomplexes. Ces informations sont nécessaires 
pour la suite de projet qui consistera à apporter la preuve de concept in vivo, de cette stratégie 
adressage. 
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7- Mesure de la taille des nanocomplexes par DLS et de leur potentiel zêta  
Pour mesurer la taille hydrodynamique et la stabilité des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1,  
l’analyse par DLS et le potentiel zêta sont effectués respectivement  par l’appareil DynaPro et 
Zetasizer Nano ZS apparatus. Ces évaluations sont réalisées dans l’eau, du PBS et du milieu 
αMEM en présence de 10% du sérum pour permettre d’étudier des corrélations possibles 
entre tels paramètres et l’efficacité de transfection aux conditions physiologiques. Dans les 
analyses effectuées dans de l’eau, la taille des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 est mesurée à 
différents ratios de charge, en partant soit d’une concentration fixe d’ASO-V1 et en ajoutant 
le peptide à différentes quantités, soit en partant du peptide à une concentration fixe sur lequel 
nous avons ajouté l’ASO-V1 en quantité variable. Globa ement, les tailles des nanocomplexes 
P1-9R/ASO-V1 dans de l’eau à différents ratio de charge 1:1, 3:1 et 6:1 sont situées à  90 +/- 
10 nm et sont stables dans le temps (Tableau 12). 
Nous avons observé que dans du PBS, l’ASO-V1 seul est polydispersé et lorsqu’on ajoute le 
peptide sur l’ASO-V1, on a une formation de nanocomplexes qui commence à partir de 100 
nm et qui s’élève jusqu’à 400 nm avec une cinétique i prends environ 1 H. Par contre, 
lorsqu’on ajoute d’abord le peptide P1-9R  dans du PBS à 12 µM finale, il n’y a pas de grosse 
particules, et dès qu’on ajoute sur le peptide l’ASO-V1 à  2 µM finale on observe la formation 
de nanocomplexes ayant une taille d’environ 180 +/- 20 nm et stable dans le temps (Tableau 
12). Globalement, les nanocomplexes formés dans du PBS sont plus gros que des 
nanocomplexes formés dans de l’eau et il y a probablement une instabilité selon la manière 
dont on prépare le mélange. 
Enfin, Pour l’analyse de DLS dans du milieu αMEM complet, nous avons comparé les 
populations détectées dans le milieu contenant du sér m seul et après l’addition de 
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 à un ratio de charge 3:1. Il a été possible de distinguer les 
agrégats protéiques constants (inhérents au sérum) et une population totalement indépendante 
associée aux nanocomplexes P1-9R/ASO-V1. La taille des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 
est stable dans le milieu et est environ de 95 +/- 60 nm, ce qui est relativement cohérent avec 
ce que nous avons mesuré dans de l’eau (Tableau 12). 
Pour étudier la charge de surface des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1, les mesures de 
potentiel zêta sont effectuées dans de l’eau et du PBS pour les ratios de charge 1:1, 2:1, 3:1 et 
4:1. Nous avons mesuré d’abord le potentiel zêta pour les nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 
avec un ratio de charge 1:1 soit dans de l’eau soit dans le PBS. Nous avons ensuite augmenté 
les ratios de charge à 2 :1, 3 :1 et 4 :1 en ajoutant le peptide P1-9R sur les mélanges des 
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nanocomplexes déjà formés. Nous avons observé une transition de potentiel zêta négative vers 
positive à partir de ratio de charge 2 :1 dans de l’eau et 3 :1 dans du PBS (Fig.67-68). 
 
Milieu EAU PBS αMEM 
Taille (nm) 90 +/- 10 180 +/- 20 95 +/- 60 
 
Tableau 12) Analyse DLS. Les tailles hydrodynamiques des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 
sont mesurées dans de l’eau et du PBS à des différents atios de charge, l’un partant de 
l’ASO-V1 à une concentration fixe sur lequel on a ajouté du peptide, et l’autre en partant du 
peptide à une concentration fixe sur lequel on a ajouté l’ASO-V1 pour former des 
nanocomplexes à des ratios de charge 1:1, 3:1 et  6:1. La taille hydrodynamique des 
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 de ratio de charge 3 :1 est mesurée dans du milieu αMEM.  
 
 
Ratio de Charge 1:1 2:1 3:1 4:1 
Potentiel Zeta - 19.8 mV + 0.4 mV + 13.8 mV + 22.2 mV 
 
Figure 67) Mesure de potentiel Zeta dans de l’eau. La mesure du potentiel zêta de 
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 à des ratios de charge 1:1, 2:1, 3:1 et 4:1 est effectuée dans 
de l’eau. Le graphe démontre la transition de charge négative vers la charge positive des 
nanocomplexes en ajoutant du peptide. 
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Ratio de Charge 1 :1 2 :1 3 :1 4 :1 
Potentiel Zeta -15.2 mV -13.3 mV + 2.6 mV + 10.2 mV 
 
Figure 68) Mesure du potentiel Zêta dans du PBS. La mesures du potentiel zêta de 
nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 à des ratios de charge 1:1, 2:1, 3:1 et 4:1 est effectuée dans 
du PBS. Le graphe démontre la transition de charge négative vers la charge positive des 
nanocomplexes en ajoutant du peptide. 
 
8- Etude de la biodisponibilité intracellulaire des peptides et nanocomplexes par  
microscopie confocale 
Nous avons étudié la distribution de peptides bifoncti nels P1-9RFITC, 9RRhodamine B et 
P1Rhodamine B dans des fibroblastes déprivés en SVF. Pour observer la localisation des peptides 
par rapport à la Tf, nous avons transfecté des fibroblastes par des peptides à la fois avec ou 
sans la Transferrine Alexafluor 647 (Tf Alexafluor 647). Nous avons observé que les peptides rentrent 
efficacement dans les cellules au bout de 30 mn. La co-localisation entre CPP 9R et la Tf est 
plutôt membranaire alors que la co-localisation entre la Tf et le peptide P1 ainsi que la Tf avec 
le peptide P1-9R sont plutôt cytoplasmiques (Fig.69). Cela suggère que la voie 
d’internalisation de CPP 9R est différente par rapport aux peptides ayant la partie ciblant 
RTf1. On peut envisager que CPP 9R utilise une voied’internalisation autre que le cycle 
d’internalisation RTf1/Tf. Le peptide P1 est co-localisé avec la Tf mais est rentré moins 
effacement par rapport au peptide P1-9R. On peut conclure que la partie CPP 9R conjugué à 
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P1 favorise l’internalisation par la voie RTf1/Tf en plus d’autres voies possibles telles que la  
formation d'une micelle inversée caractéristique du CPP 9R 241.  
 
Figure 69) Co-localisation entre différents peptides et la Tf. Les fibroblastes sont déprivés 
en SVF pendant 1 H. Les cellules sont transfectées par P1-9RFITC, 9RRhodamine B ou P1Rhodamine B 
à une concentration finale de 4 µM avec ou sans la TfAexafluor 647 à une concentration finale de 
20 µg/ml. Les cellules sont incubées à 4 °C pendant 30 mn en présence des réactifs pour 
bloquer l’endocytose et sont placées ensuite à 37 °C pendant 30 mn. Les cellules sont 
observées via le microscope confocal Leica SP8 après une fixation par la PFA à 4 %. 
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Nous avons incubé ensuite les cellules à 37 °C pendant 30 mn en présence des 
nanocomplexes P1-9R froid/ASO-V1 Alexafluor 594 et la Tf Alexafluor 647. Nous avons observé que 
l’ASO-V1 et la Tf co-localisent dans le cytoplasme, c  qui montre que l’internalisation des 
nanocomplexes a lieu par le cycle d’internalisation RTf1/Tf (Fig.70). 
 
Figure 70) Co-localisation entre Tf alexa 647 et ASO-V1Alexa594. Les fibroblastes sont déprivés 
en SVF pendant 1 H. Les cellules sont transfectées par P1-9RFroid/ASO-V1Alexa594 à un ratio de 
charge 5 :1 (ASO-V1 à 428 nM et peptide à 4 µM) en présence de la TfAexafluor 647 à une 
concentration finale de 20 µg/ml. Les cellules sont incubées à 4 °C pendant 30 mn en 
présence des réactifs pour bloquer l’endocytose et son placées ensuite à 37 °C pendant 30 
mn. Les cellules sont observées via le microscope cnfo al Leica SP8 après une fixation par 
la PFA à 4 %. 
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L’épissage d’ARN pré-messager est un processus qui a lieu dans le noyau. Il est donc 
indispensable que l’ASO-V1 rejoigne le noyau afin de corriger l’anomalie d’épissage exon3-
exon4. Nous avons pu montrer que l’ASO-V1Alexafluor 594 complexé avec le peptide P1-9R froid 
à un ratio de charge 5 :1 se trouve dans le noyau 30 mn après son incubation dans des cellules 
à 37 °C (Fig.71).  
 
Figure 71) Distribution nucléaire de l’ASO-V1 dans des fibroblastes. Les fibroblastes sont 
déprivés en SVF pendant 1 H. Les cellules sont transfectées par P1-9RFroid/ASO-V1Alexa594 à 
un ratio de charge 5 :1 (ASO-V1 à 428 nM et peptide à 4 µM). Les cellules sont incubées à 4 
°C pendant 30 mn en présence des réactifs pour bloquer l’endocytose et sont placées ensuite à 
37 °C pendant 30 mn. Elles sont observées via le microscope confocal Leica SP8 après une 
fixation par la PFA à 4 %. 
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CHAPITRE IV/DISCUSSION 
Le principale symptôme de la PPE est une réaction phototoxique à la lumière du jour et 
parfois artificielle qui a un impact majeur sur la qualité de vie et les activités professionnelles 
et personnelles des patients 294. En outre, environ 2 % des patients souffrent également d’une 
insuffisance hépatique aiguë nécessitant une transplantation hépatique de sauvetage suivie si 
possible par un greffe de moelle osseuse 295. La correction de l’épissage exon3-exon4 du gène 
FECH est une approche thérapeutique intéressante pour la PPE car l'allèle hypomorphe c.315-
48C est présent chez plus de 90% des patients. De plus, une modeste augmentation de 
l'activité FECH est suffisante pour changer le statut de sujet malade à porteur asymptomatique 
159, 296. La correction ou la réorientation de l'épissage d’un pré-ARNm dans un contexte 
spécifique à une mutation représente une modalité de thérapie génique applicable à de 
nombreuses pathologies héréditaires 297. La correction du défaut d'épissage de l'ARNm en tant 
que stratégie thérapeutique dans les affections mendéli nes a été proposée en particulier pour 
la DMD (gène dystrophine),  l'amyotrophie spinale (gène SMN2), le syndrome Hutchinson-
Gilford (gène LMNA), la β-thalassémie (gène HBB) et la fibrose kystique (gène CFTR) 298. 
Les approches les plus avancées utilisant l’oligonucléotide antisens modifiant l’épissage sont 
maintenant au stade d’essais cliniques de Phase III pour le traitement de la DMD et 
l'amyotrophie spinale 299. 
Nous avons démontré dans une étude précédente que l’oligonucléotide antisens -63-45, ASO-
V1,  qui couvre à la fois le site cryptique d’épissage et le site de l’allèle hypomorphe c.315-
48C dans l’intron 3 du gène FECH, permet de diminuer fortement l’utilisation du site 
cryptique et de réorienter l’épissage vers le site accepteur physiologique exon3-exon4.  
L’administration de l’ASO-V1 de type PMO à une forte concentration (45µM) dans des 
cultures primaires de cellules CD34+ de malades PPEpendant toute la durée des cultures a 
permis de restaurer une production normale d’ARN FECH WT et de diminuer chez deux 
malades PPE de 44% et 58 % la quantité de la PPIX la ramenant à un niveau comparable à ce 
qui est obtenu chez un porteur asymptomatique 193. Ces données ont ouvert de nouveaux 
horizons pour une thérapie génique non intégrative à base d’oligonucléotide antisens pour le 
traitement de la PPE.  
Dans la perspective d’un traitement i  vivo chez l’homme, il est impossible d’utiliser par voie 
systémique le PMO-ASO-V1 à une concentration élevée t par une administration répétée  en 
raison des risques de toxicité importants et de la clairance rénale. Il est donc essentiel 
d’adresser de façon ciblée l’oligonucléotide thérapeutique aux cellules érythroïdes 
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médullaires pour diminuer la concentration d’ASO-V1 injectée et augmenter l’efficacité du 
traitement en diminuant les risques de toxicité. 
Les méthodes d’adressage très efficaces ont été développées à ce jour par les sociétés 
pharmaceutiques Alnylam et ISIS (USA) pour cibler l foie en utilisant le récepteur aux 
asialo-glycoprotéines spécifiques du galactose comme cargo, cependant aucune n'est 
actuellement disponible pour cibler les progéniteurs érythroïdes. Un tel outil serait 
déterminant dans le développement de nouveaux traitements non seulement dans les 
porphyries érythropoïétiques, mais aussi dans de nombreuses maladies érythropoïétiques 
constitutives ou acquises.  
Pour l’adressage érythropoïétiques, une cible très intéressante pourrait être le RTf1 qui permet 
d’adresser à toutes les cellules de l’organisme via la Tf le fer indispensable au métabolisme de 
l’hème et des clusters fer-soufre. Les progéniteurs érythroïdes sont des cellules de l’organisme 
qui expriment le plus RTf1, dont l’expression débute juste avant celle de la FECH, et la 
liaison de l'holo-Tf à son récepteur induit son inter alisation dans des vésicules endosomales.  
Le ciblage de RTf1 est possible par son ligand naturel, la Tf. Cependant, les taux élevés de Tf 
libre circulant dans le sang peuvent interférer avec les effets de conjugués Tf/ASO conduisant 
à une diminution de l'efficacité thérapeutique ou à ne diminution de l’internalisation de 
l’holo-Tf.  Puisque les conjugués Tf/ASO ont le potentiel d'interagir à la fois avec RTf1 et 
RTf2 (qui est fortement exprimé dans le foie et les progéniteurs érythroïdes), ils peuvent 
interférer avec le métabolisme du fer hépatique et perturber l’induction de l’érythropoïèse par 
l’EPO. Le ciblage de RTf1 par des peptides ne ciblant pas le site de liaison de la Tf pourrait 
être donc une solution pour contourner ces problèmes.  
Après le tissu érythroïde, le deuxième type cellulaire exprimant fortement RTf1 sont des 
cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique. Dans le but d’adresser au système 
nerveux central des molécules thérapeutiques, Pilju Yo n et al ont proposé un conjugué 
d'acide myristique-CPP Transportan couplé à un peptide ciblant RTf1(THRPPMWSPVWP), 
conduisant à l'encapsulation stable de siRNA et sontra sfert ciblé dans des cellules 
cérébrales. Leurs données préliminaires obtenues dan  es astrocytes primaires de souris et 
des lignées cellulaires de gliome humain encouragent fortement l’utilisation de RTf1 comme 
cargo pour traiter les maladies liées au système nerveux central 300.  
Le RTf1 est souvent exprimé par les cellules malignes à des niveaux beaucoup plus élevés par 
rapport aux cellules normales et son expression peut être corrélée avec le stade de la tumeur 
ou la progression du cancer. La littérature abondante sur l'utilisation de RTf1 comme cible 
pour la distribution de médicaments anticancéreux, de petites molécules, de protéines, 
134 
 
d'acides nucléiques et même de nanoparticules et de virus dans de nombreux types de cellules 
malignes continue à croître 301. Par exemple, l'artémisinine a été conjuguée de manière 
covalente à un peptide ciblant RTf1 (P1 : HAIYPRH),  qui se lie à une cavité à la surface de 
RTf1. Le fer libéré par la transferrine peut activer l'artémisinine pour générer des radicaux 
toxiques pour tuer les cellules. Les conjugués artémisinine-peptide ont montré une activité 
anticancéreuse puissante contre les cellules de leucémie Molt-4 avec un ciblage 
significativement amélioré des cellules cancéreuses par rapport aux cellules normales 302.
A ce jour, différents peptides ciblant le RTf1 avec des affinités élevées ont été identifiés à 
partir de protéines d'enveloppe de virus par phage display. Afin de faciliter la complexation 
de ces peptides chargés positivement avec l’oligonucléotide de charge négative ainsi que leur 
échappement endosomal, ces peptides ont été conjugués de manier covalentes à des séquences 
CPPs. Outre l’exemple mentionné au paragraphe précédent 302, différents autres exemples 
concernant l’utilisation de CPP 9R en conjugaison cvalente avec des peptides spécifiques à 
certains tissus pour tester l’efficacité de transfert d’acide nucléique in vivo sont déjà rapportés 
dans le chapitre 1 (Paragraphe F, page 76).  
Dans notre travail de thèse, nous avons apporté la preuve de concept d’une stratégie 
d’adressage de l’ASO-V1 en ciblant RTf1, ex vivo, dans des cellules primaires de 
progéniteurs érythroïdes à partir de cellules CD34+ des patients PPE. Nous avons conjugué de 
manière covalente 5 peptides ciblant RTf1 humain à haute affinité à deux CPP prometteurs 
avec une capacité à se lier à l'ADN et à traverser les bicouches lipidiques : 9R et PepFect14. 
Puisque les LNAs possèdent un squelette chargé négativement et peuvent faciliter la 
complexation avec des peptides de charge positive, nous avons utilisé LNA-ASO-V1 pour ce 
travail. En plus, les LNAs n’activent pas RNase H et possèdent une forte affinité pour l’ARN 
et une faible sensibilité aux nucléase.  
Pour étudier les différents aspects de nos véhicules peptidiques complexés avec l’ASO-V1, 
nous avons utilisé différents types de cellules quiprésentent chacune des avantages et 
inconvénients par rapport à l’autre. 
1- Lignées lymphoblastoïdes (LBCL) 
Les lignées lymphoblastoïdes sont des lymphocytes B immortalisées par le virus Epstein-Barr 
issus de patients PPE  (génotype : M/c.315-48 C/T) ou d’un sujet asymptomatique (génotype : 
M/c.315-48T/T). Les LBCLs sont des cellules en suspen ion de très petites tailles qui ont une 
tendance importante à s’agréger. Le PPIX ne s’accumule pas dans ces cellules puisqu’elles ne 
sont pas érythroïdes. Nous avons utilisé cette lignée pour étudier l’efficacité de nos 
nanocomplexes à différents ratio de charge entre les peptides et l’ASO-V1 pour trouver les 
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meilleures combinaisons peptidiques permettant de corriger l’anomalie d’épissage.  
L’augmentation de niveau d’ARN FECH WT due à la correction de l’épissage a été 
également évaluée dans cette lignée. 
2- Lignée UT7-Epo 
Les cellules UT7-EPO sont des cellules érythroïdes provenant d’un patient souffrant de  
leucémie mégacaryoblastique chronique et sont hétérozygotes pour l’allèle hypomorphe 
(c.315-48C/T). Ces cellules expriment fortement RTf1, en particulier en cas de carence en fer. 
Elles sont polyploïdes (globalement tétraploïdes) et contiennent des noyaux volumineux avec 
peu de cytoplasme. Nous ne savons pas combien d’allèles c.315-48C et T sont présents ni 
comment sont exprimés ces différents allèles. De ce fait, il est difficile d’étudier dans cette 
lignée l’augmentation d’ARN FECH WT et la distribution des nanocomplexes au niveau 
cytoplasmique. Ces cellules nous ont servit uniquement à étudier la cinétique de correction de 
l’anomalie d’épissage par les nanocomplexes et à confirmer les résultats obtenues dans des 
LBCLs. 
3- Fibroblastes 
Nous avons utilisé des cultures primaires de  fibroblastes humains isolées à partir d'un control 
non porphyrique pour les études de distribution subcellulaire et nucléaire des peptides et de 
l’ASO-V1 ainsi que leur colocalisation avec la Tf. Ces cellules sont adhérentes et possèdent 
des cytoplasmes bien distincts. Malgré la faible expr ssion de RTf1, même après la 
déprivation des cellules en SVF, nous avons pu observer l’internalisation des peptides et des 
nanocomplexes ainsi que la localisation de l’ASO-V1 dans le noyau.  
4- Cellules primaires de progéniteurs érythroïdes à partir de cellules CD34+ périphériques 
Puisque la PPE est une maladie érythropoïétique (80% de la PPIX est produite par la moelle 
osseuse et 20% par le foie) 192, le modèle cellulaire adapté à l’étude de la correction de la 
surproduction de la PPIX est la culture de progéinteurs érythroïdes issus de patients. Ces 
cellules nous ont permis d’étudier la correction de l’anomalie d’épissage, l’augmentation 
d’ARN FECH WT et la diminution de la surproduction de la PPIX par les nanocomplexes 
peptide/ASO-V1 (sélectionnés d’après les expériences in vitro). La toxicité et l’impact des 
nanocomplexes peptide/ASO-V1 sur la différenciation et la morphologie des cellules ont été 
également étudiés dans ces cellules. Cependant, ces cellules ont une faible  prolifération 
cellulaire et nécessitent de travailler complètement à l’abri de la lumière pour ne pas activer la 
PPIX produite.   
Dans un premier temps nous avons testé l’effet des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 et B18-
PepFect14/ASO-V1 (deux peptides donnant de bons résultats dans les expériences avec les 
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lignées) sur l’épissage exon3-exon4 du gène FECH dans des progéniteurs CD34+ en 
différenciation érythroïde présentant un allèle hypomorphe mais sans mutation  FECH 
délétère (Sujet D, Tableau 10). On a observé un effet prolongé d’ASO-V1 sur la redirection 
efficace de l’épissage qui débute 48 H post transfection et a dure jusqu’à 120 H après la 
transfection. 
Puisque le CPP PepFect14 a induit une toxicité élevée (une diminution importante de la 
prolifération et l’induction de la mort cellulaire) dans des cultures primaires de CD34+, nous 
nous sommes concentrés pour la suite du projet sur le  nanocomplexes possédant le CPP 9R.  
Les résultats obtenus par six expériences indépendantes sur l’augmentation de l’ARN FECH 
WT dans des lignées lymphoblastoïdes de malades PPE montrent une bonne efficacité des 
peptides P1 et B2 que nous avons sélectionnés pour les études en progéinteurs érythroïdes à 
partir de cellules CD34+ des patients. Nous avons testé l’effet des nanocomplexes P1-
9R/ASO-V1 sur l’épissage exon3-exon4 du gène FECH dans des cellules primaires de 
progéniteurs érythroïdes à partir de cellules CD34+ périphériques de trois sujets malades 
indépendantes (Tableau 10).  Nous avons effectué les expériences, pour chaque condition, en 
six réplicas intra-série. On a observé que l’effet corrigeant de l’épissage débute 72 H après la 
transfection et qu’il est accompagné d’une augmentatio  de l’ARN FECH WT et une 
diminution significative de la surproduction de PPIX. Le nanocomplexe B2-9R/ASO-V1 a été 
également administré avec des conditions d’expériences identiques à celles de nanocomplexes 
P1-9R/ASO-V1 chez le patient C et les résultats obtenus ont confirmé ce que nous avons 
observé avec le nanocomplexe P1-9R/ASO-V1. 
Nous avons vérifié la toxicité des nanocomplexes ou des peptides seuls en évaluant les 
nombres des cellules vivantes au bleu de trypan. Nous avons observé que les peptides 
conjugué au CPP 9R avec ou sans ASO-V1 n’induisent pas un excès de mort cellulaire.  
En outre, nous avons démontré, en étudiant les marqueu s phénotypiques des cellules 
érythroïdes, que le nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 n’altèrent pas la différenciation 
érythroïdes. 
La taille des nanoparticules affecte considérablement l ur élimination de la circulation 
sanguine. Les nanoparticules avec le diamètre hydrod namique inférieur à 5 nm subissent une 
clairance rénale et l'excrétion urinaire très rapide 247 alors que les nanoparticules avec un 
diamètre hydrodynamique de plus de 200 nm présentent typiquement une opsonisation rapide 
et une absorption ultérieure par le système phagocytaire mononucléaire 248.  
Le potentiel zêta des nanoparticules est classé selon quatre catégories : ± 0-10 mV, ± 10-20 
mV, ± 20-30 mV et ˃  ± 30mV correspondant respectivement aux nanoparticules très 
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instables, relativement stables, modérément stables et très stables 303. Il faut prendre en 
compte que cette mesure dépend de nombreuses variables telles que le solvant, la température 
et le pH. Les nanoparticules ayant une faible valeur de potentiel zêta finiront par s'agréger 
entre elles en raison des interactions de type van der Waals.   
Nous avons mesuré la taille des nanocomplexes P1-9R/ASO-V1 à différents ratio de charge 
dans de l’eau, le PBS et le milieu αMEM complet. Dans les expériences avec différents ratio 
de charge de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 dans de l’eau, l’un partant de l’ASO-V1 à  une 
concentration fixe sur lequel on ajouté du peptide, et l’autre en partant du peptide à une 
concentration fixe sur lequel on a ajouté l’ASO-V1, nous avons observé que la taille de 
nanocomplexe est d’environ 90 +/- 10 nm et est stable dans le temps. Nous avons observé que 
les nanoparticules formés dans le PBS sont plus gros par rapport à ceux formés dans de l’eau 
(180 +/-20 nm). Enfin, nous avons mesuré la taille de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 dans du 
milieu αMEM complet, dans le quel la plupart des expériences de transfection in vitro ont eu 
lieu. La taille de nanoparticule à un ratio de charge 3:1 dans le milieu cellulaire est d’environ 
95+/-60 nm, ce qui est cohérent avec la taille de nanocomplexe dans de l’eau.  
En conclusion, notre nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 avec une taille hydrodynamique 
inférieure à 200 nm et supérieure à 5 nm pourrait être un candidat potentiel pour les essais 
thérapeutiques in vivo puisqu’il ne sera pas phagocyté par le système phagocytaire 
mononucléaire du sang ou éliminé par le rein. 
Nous avons mesuré le potentiel zêta pour les ratios de charge 1:1, 2:1, 3:1 et 4:1 entre le 
peptide et ASO-V1 dans de l’eau et du PBS. Nous avons observé une transition de charge 
négative vers positive à partir de ratio de charge 2 :1 dans les deux milieux. Le potentiel zêta 
des nanocomplexes augmente lorsqu’on ajoute plus de peptide sur l’ASO-V1. Cela suggère 
que pour les expériences in vivo les ratios de charges plus élevés augmenteront probablement 
la stabilité de nanocomplexes dans le sang et seront donc plus efficaces. Nous avons effectué 
toutes nos expériences fonctionnelles dans des cellules LBCLs, des UT7-EPO et  des cellules 
primaires de progéniteurs érythroïdes à partir de cellules CD34+ périphériques avec un ratio 
de charge 5 :1 entre le peptide et l’ASO-V1. On a effectivement observé dans nos premiers 
essais visant à rechercher le meilleur ratio de charge, une forte correction de l’épissage exon3-
exon4 du gène FECH dans des cellules transfectées par différents nanocomplexes avec des 
ratios de charge qui s’élèvent à 30 :1. Cependant, l  oxicité induite par certains de ces 
peptides complexés à ASO-V1 à des ratios de charge élevés limite leurs utilisations avec de 
telles concentrations chez les souris et nécessite des mises au point plus précises en diminuant 
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la concentration d’ASO-V1, ce qui permet de diminuer la concentration du peptide tout en 
conservant un ratio de charge élevé. 
Nous avons également étudié la distribution des peptides P1-9RFITC, 9RRhodamine B et P1Rhodamine 
B dans des fibroblastes. Nous avons transfecté des fibroblastes par ces peptides à la fois avec 
ou sans la transferrineAexafluor 647. Les peptides P1, 9R et P1-9R se sont trouvés dansle 
cytoplasme 30 mn après l’incubation des cellules à 37 °C. L’aspect de fluorescence pour 9R 
et P1-9R est diffus et le signale de fluorescence est plus intense par rapport aux cellules 
transfectées par P1 seul. Cela confirme la forte capa ité de 9R à adhérer et traverser les 
membranes cellulaires et signifie que le peptide bifonctionnel rentre dans les cellules en plus 
de la voie d’endocytose de RTf1, par une autre voied’internalisation caractéristique du CPP 
9R telle que la  formation d'une micelle inversée 241. Les peptides 9R et P1-9R se trouvent 
également dans le noyau, ce qui est compatible avecles études précédentes qui montrent 
qu’au moins six résidus arginine sont nécessaires pour ermettre une accumulation de CPP 9R 
dans le noyau 282. La colocalisation entre P1 ou P1-9R avec la transferrine est plutôt 
cytoplasmique alors qu’entre 9R et la transferrine ell  est plutôt membranaire. L’absence de la 
partie ciblant RTf1 pourrait donc être à l’origine d voies d’internalisation séparée entre 9R et 
la transferrine. Pour étudier la distribution subcellulaire de l’ASO-V1, nous avons formé des 
nanocomplexes P1-9R FITC/ASO-V1Alexa 594 à un ratio de charge 5 :1, avec ou sans la 
transferrine Alexa 647. Nous avons pu détecter l’ASO-V1 dans le noyau (où l’ ligonucléotide 
devrait cibler l’ARN pré-messager) 30 mn après l’incubation des cellules à 37 °C. Ceci est 
compatible avec ce que nous avons déjà  observé par l’effet d’ASO-V1 adressé aux cellules 
via le peptide bifonctionnel P1-9R sur la correction de l’épissage exon3-exon4 du gène FECH 
à la fois in vitro et ex vivo. 
L’ensemble de ces résultats suggèrent que la stratégie de ciblage de RTf1 par les ligands 
RTf1-CPP pour adresser ASO-V1 aux cellules érythroïdes en différenciation pourrait être un 
traitement efficace chez plus de 90% des patients PPE. Une caractéristique importante de 
cette stratégie thérapeutique est que la correction se produise dans le gène endogène qui est 
transcrit dans son environnement physiologique, empêchant ainsi son expression excessive ou 
inappropriée ou un problème de mutagénèse insertionnelle. Puisque la correction aura lieu 
dans les érythroblastes médullaires et persistera dans les érythrocytes en circulation avec une 
durée de vie d'environ 120 jours, les effets du traitement par l’oligonucléotide antisens seront 
probablement prolongés. En outre, le traitement pharmacologique est plus facile à administrer 
que la thérapie génique somatique et il pourrait facilement être arrêté en cas d'effets 
indésirables. 
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CHAPITRE V/ PERSPECTIVES 
Nous avons apporté par ce travail la preuve de concept ex vivo en culture primaire de 
progéniteurs érythroïdes de patient PPE, l’efficacité de la méthode d’adressage de l’ASO-V1 
via des peptides bifonctionnels ligand RTf1-CPP. Notre prochaine étape sera d’apporter la 
preuve de concept in vivo de cette stratégie d’adressage. 
Pour l’étape suivante, nous allons nous concentrer sur le peptide P1 car en plus de son affinité 
élevée pour RTf1 (avec un Kd d'environ 10 nM comme pour l’holo-Tf  vis à vis de son 
récepteur 121), son site de liaison à ce récepteur est différent d  celui de la Tf.  Ainsi, la Tf 
endogène n'inhiberait pas l'absorption de véhicules p ptidiques constitués de P1 et 
inversement 302.  
Pour le choix d’un CPP favorisant la sortie endosomale, notre candidat principal est un CPP 
réductible, rPOA (reductible poly-Arginine) composé d’unités peptidiques Cys-(D-R9)-Cys 
reliées entre elles par des ponts disulfures entre les groupements cysteinyl et thiol du peptide. 
La polymérisation de Cys-(D-R9)-Cys en rPOA a deux avantages : i) la masse molaire élevée 
du peptide polymérisé augmente la stabilité des nanocomplexes dans des conditions 
extracellulaires, ii) le rPOA étant un polypeptide réductible peut se fragmenter en Cys-(D-
R9)-Cys dans des environnements cellulaires réduits due à la présence de glutathion qui 
contrôle le niveau d’oxydoréduction dans les différents compartiments cellulaires. Une fois 
arrivé dans le cytoplasme, les ponts disulfures du polypeptide sont réduits et ainsi l’acide 
nucléique est plus facilement libéré dans le cytosol pour rejoindre le noyau 285. 
Nous avons montré que le peptide P1 conjugué à Cys-(D-R9)-Cys complexé avec l’ASO-V1 
(formant les nanocomplexes P1-9R/ASO-V1) a augmenté l  niveau d’ARN FECH WT et a 
diminué significativement le niveau d’accumulation de PPIX, ex vivo, dans des cellules 
primaires de progéniteurs érythroïdes à partir de cellules CD34+ des patients PPE sans 
affecter leurs différenciation, ni induire de toxicité.  
L’ensemble de ces données montrent que P1 pourrait être un candidat prometteur pour 
l’administration ciblée d’ASO-V1 chez les patients PPE. 
Les étapes suivantes de notre travail seront : 
I-  Etudier différents aspects du peptide P1 dans différents modèles cellulaires. 
1-La localisation subcellulaire de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 et de la Tf sera étudiée au 
cours du temps par l’Amnis dans des cellules en suspension telle qu’UT7-EPO. Nous pouvons 
également vérifier le niveau d’accumulation de PPIX simultanément avec la localisation 
subcellulaire de peptide et d’ASO-V1 dans des progéniteurs érythroïdes à partir de cellules 
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CD34+ des patients PPE. L’Amnis combine la vitesse, la puissance statistique et la sensibilité 
de fluorescence de la cytométrie en flux avec les possibilités fonctionnelles de la microscopie 
à haute résolution.  
2-L’activité enzymatique FECH et la quantité de protéine FECH après l’administration de 
nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 seront étudiés dans des lignées lymphoblastoïdes issues de 
patients PPE.  
3-L’impact de nanocomplexe P1-9R/ASO-V1 sur le métabolisme du fer sera évalué dans des 
cellules UT7-EPO, des fibroblastes et des cellules hépatocytaires HepG2.  
4-Enfin, l’internalisation de peptide P1-9R sera étudiée dans la culture primaire de 
fibroblastes de souris pour évaluer la spécificité d’espèce de peptide par rapport au RTf1 de 
souris.  
 
II-  Preuve de concept in vivo du traitement par les nanocomplexes P1-9R/ASO-
V1 dans des modèles murins humanisées de PPE. 
Il existe deux modèles murins PPE : l’un qui présente un phénotype récessif et a une mutation 
homozygote faux-sens Fechm1pas produit par mutagenèse au N-ethyl-N-nitrosouré (ENU) 
189,304 et l’autre qui a une délétion de l’exon 10 donnant un allèle nul, létal à l’état homozygote 
et qui à l’état hétérozygote reproduit partiellement l  phénotype humain, car il présente une 
accumulation de PPIX modérée sans présenter la photosensibilité cutanée 305.  
A- Production des modèles murins PPE présentant de l’alèle hypomorphe 
1-Récemment un modèle murin humanisé par la présence de l’allèle hypomorphe c.315-48C a 
été crée par le Pr E. Minder 306 (Zürich University, Switzerland). Les animaux reproduisent 
bien l’anomalie d’épissage entre exon3 et exon4 mais alheureusement présentent aussi une 
autre anomalie d’épissage de l’exon3 qui est très majoritairement épissé. Au total cette lignée 
peut être utilisée pour étudier in vivo la correction de l’anomalie d’épissage par les 
nanocomplexes mais pas pour les analyses phénotypiques plus complètes.  
2-Nous proposons aussi et surtout un modèle de xénogreffe de moelle humaine dans des 
souris immunodéficientes NSG c-Kit 307. Des mutations dans le récepteur Kit améliorent la 
greffe de HSC transplantés chez les souris sans recourir à une irradiation. Ces souris 
permettent le développement complet d’une érythropoïèse humaine sur plusieurs semaines. 
Cette méthode de choix est partiellement intéressante car elle permet d’apporter une preuve de 
concept in vivo dans des cellules humaines et donc sans être gêné par la barrière inter-espèce. 
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B- Les études in vivo 
Les globules rouges ont une durée de vie longue justifiant une administration IP à long terme 
(6 semaines) pour analyser des paramètres comme : i) la quantité d'ARNm FECH WT, ii)  
l’activité FECH, iii) le niveau de PPIX dans des globules rouges périphériques et dans la  
moelle osseuse et  iv) la photosensibilité cutanée après une exposition à une lumière visible 
calibrée. Le métabolisme du fer sera étudié également chez les souris recevant des traitements 
à long terme en mesurant les paramètres classiques. 
Les études de correction phénotypique à long terme dans des modèles murins PPE seront très 
importantes en tant qu'essai préclinique de la PPE et pourraient être utilisables dans d'autres 
approches de thérapie génique non intégratives pour d’a tres maladies hématopoïétiques. 
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Protoporphyrie Erythropoïétique : Thérapie génique non intégrative par oligonucléotide antisens adressé 
par peptides bifonctionnels RTf1-CPP 
 
La protoporphyrie érythropoïétique (PPE) est une maladie héréditaire rare caractérisée par un déficit en activité 
FECH responsable d’une accumulation de PPIX. Elle se manifeste par une photosensibilité très invalidante. Il 
n’existe pas de traitement efficace pour la PPE. 95% des malades présentent un allèle FECH hypomorphe 
(c.315-48C) en trans d'une mutation FECH délétère, ce qui entraine une diminution de l'activité FECH résiduelle 
dans les érythroblastes en dessous d'un seuil critique d'environ 35% de l'activité normale. L’allèle hypomorphe 
(c.315-48C) favorise l'utilisation d'un site cryptique d'épissage situé en -63 de l’intron 3 générant un ARNm 
FECH incluant une partie de l’intron 3 et possédant un codon stop prématuré. L’ARN est alors dégradé par 
NMD pendant sa maturation. Nous avons déjà identifié un oligonucléotide antisens (ASO-V1) qui redirige 
l'épissage vers le site accepteur physiologique de l’intron 3 et augmente la production d’ARN FECH WT. Nous 
avons développé par ce travail une nouvelle stratégie d’adressage d’ASO-V1 en utilisant des peptides ciblant le 
récepteur de la transferrine (RTf1) qui est exprimé à un niveau très élevé dans les progéniteurs érythroïdes en 
différenciation concomitamment à la FECH. Nous avons développé des peptides bifonctionnels à partir des 
séquences peptidiques ciblant le RTf1 tout en les couplant à des séquences Cell Penetrating Peptide (CPP) qui 
facilitent la sortie de l’ASO-V1 de la vésicule endosomale. Après la transfection des lignées lymphoblastoïdes de 
malades PPE par différents nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-V1, nous avons pu montrer que plusieurs des 
peptides bifonctionnels utilisés permettaient une redirection efficace et prolongée de l’épissage cryptique vers 
l’épissage physiologique exon3-exon4 et que cela permettait une correction des taux d’ARN FECH WT. Nous 
avons ensuite testé l’effet des nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-V1, ex vivo, dans les progéniteurs érythroïdes en 
différenciation de différents sujets atteints de PPE et nous sommes arrivés à augmenter l’ARN FECH WT et  
diminuer significativement l’accumulation de la PPIX dans ces cellules par rapport à celles transfectées par des 
nanocomplexes RTf1-CPP/ASO-Mock. La prochaine étape de notre étude serait d’apporter la preuve de concept, 
in vivo, dans un modèle murin humanisé de PPE après l'administration de nanocomplexes RTf1-CPP/ASOV1. 
 
Mots-Clés : Thérapie génique, Protoporphyrie Erythropoïétique, Oligonucléotide antisens, Peptide cargo, RTf1, 
CPP 
 
 
Erythropoietic protoporphyria : Non-integrative gene therapy by antisense oligonucleotide addressed by 
TfR1-CPP bifunctional peptides  
 
Erythropoietic protoporphyria (EPP) is a rare hereditary disease characterized by a deficiency in FECH activity 
responsible for the accumulation of PPIX. EPP is manifested by a very disabling photosensitivity. There is no 
effective treatment for EPP. 95% of the patients present a hypomorphic FECH allele (c.315-48C) in trans of a 
deleterious FECH mutation, resulting in a decrease in residual FECH activity in erythroblasts below a critical 
threshold of about 35% of normal activity. The hypomorphic allele (c.315-48C) promotes the use of a cryptic 
splicing site located at -63 of the intron 3 generating a FECH mRNA including a part of the intron 3 and 
possessing a premature stop codon. The RNA is then degraded by NMD during its maturation. We have 
previously identified an antisense oligonucleotide (ASO-V1) that redirects splicing to the physiological acceptor 
site of intron 3 and increases the production of WT FECH mRNA. Here, we developed a new ASO-V1 
addressing strategy using transferrin receptor (TRf1) targeted peptides. TfR1 is expressed at a very high level in 
differentiating erythroid progenitors concomitantly with FECH. We developed bifunctional peptides from 
peptide sequences targeting TfR1 while coupling them to Cell Penetrating Peptide (CPP) sequences that 
facilitate the release of ASO-V1 from the endosomal vesicle. We transfected the lymphoblastoid cell lines from 
EPP patients by different TfR1-CPP/ASO-V1 nanocomplexes and we demonstated that several of the 
bifunctional peptides allowed an efficient and prolonged redirection of the cryptic splicing towards the exon3-
exon4 physiological splicing and the correction of the WT FECH mRNA levels. Then, we tested the effect of 
TfR1-CPP/ASO-V1 nanocomplexes, ex vivo, in differentiating erythroid progenitors of different EPP subjects 
and we were able to increase WT FECH mRNA and decrease significantly the accumulation of the PPIX in 
these cells compared to those transfected by TfR1-CPP/ASO-Scr nanocomplexes. The next step of our study 
would be to provide a proof of concept, in vivo, in a humanized murine model of EPP after the administration of 
TfR1-CPP/ASOV-1 nanocomplexes. 
 
Keywords : Gene therapy, Erythropoietic protoporphyia, antisense oligonucleotide, peptide cargo, TfR1, CPP 
 
 
 
